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 Zusammenfassung 
II 
II Zusammenfassung 
Mycobacterium tuberculosis, der Erreger der Tuberkulose, verursacht die wohl häufigste 
Infektionskrankheit. Auch wenn bereits einige Virulenzfaktoren beschrieben wurden, sind 
die molekularen Mechanismen der Virulenz von M. tuberculosis weitestgehend 
unbekannt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung potentieller Virulenzfaktoren von 
M. tuberculosis: 1) die säure-aktivierte Adenylatcyclase Rv1264 sowie der Säuger-
ähnlichen Adenylatcyclase Rv1625c (cya), 2) des Adhäsins HbhA und 3) der Untereinheit 
AtpD der F0F1-ATPase. Zur Erreichung dieses Ziels wurden gezielt Genaustausch-
mutanten und überexprimierende Mutanten von M. tuberculosis hergestellt. Diese 
Mutanten wurden anschliessend genetisch und biochemisch charakterisiert sowie das 
Wachstumsverhalten in in vitro, in vivo und ex vivo Infektionsmodellen untersucht. 
• Die Adenylatcyclasen der Klasse III Rv1264 und cya von M. tuberculosis wurden durch 
gezielten Genaustausch inaktiviert. Die Mutante Rv1264∆ wie auch die cya∆ Mutante 
zeigen Wildtyp-Eigenschaften im aerogenen, akuten Maus-Infektions-Modell. Einer 
möglichen Redundanz der beiden Adenylatcyclasen wurde durch die Generierung einer 
M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ Doppelmutante nachgegangen. Diese Doppelmutante 
wies ebenfalls einen Wildtyp-Phänotyp auf. Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass 
eine bzw. mehrere der 13 verbleibenden Adenylatcyclasen den Verlust von Rv1264 und 
cya kompensieren können. 
• Frühere Ergebnisse wiesen daraufhin, dass die β-Untereinheit (AtpD) der F0F1-ATPase 
von M. tuberculosis ein in die Wirtszelle sekretierter Virulenzfaktor sein könnte. Durch 
Genaustauschversuche konnte gezeigt werden, dass AtpD ein essentielles Protein von 
M. tuberculosis darstellt. Mit der Generierung rekombinanter Mutanten in M. bovis BCG 
und M. tuberculosis, die N- und C-terminal markiertes AtpD-Protein exprimieren, wurden 
wichtige Werkzeuge für die Untersuchungen des Sekretionsmechanismus von AtpD 
geschaffen. 
• Zur Untersuchung der Bedeutung des Adhäsins HbhA bei der Interaktion mit der 
Wirtszelle wurde hbhA durch gezielten Genaustausch inaktiviert. Die M. tuberculosis 
Mutante hbhA∆ zeigte sowohl im intratrachealen als auch im intravenösen Maus-
Infektions-Modell einen attenuierten Phänotyp. Weiterführende Untersuchungen in 
verschiedenen Infektionsmodellen und mit unterschiedlichen Zelltypen zeigten, dass 
HbhA ein generelles Adhäsin für professionelle Phagozyten darstellt. HbhA erleichtert die 
Aufnahme von M. tuberculosis in diese wichtigen Wirtszellen. 
 
 Summary 
III 
III Summary 
Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of tuberculosis, is one of the world’s 
most common pathogens. Despite significant efforts, little is known about the mechanisms 
of M. tuberculosis pathogenicity at the molecular level. 
The aim of this study was the investigation of putative M. tuberculosis virulence factors: 1) 
the acid-acitvated adenylate cyclase Rv1264 and the mammalian-like adenylate cyclase 
Rv1625c (cya), 2) the adhesin HbhA, 3) the β-subunit of the F0F1-ATPase, the AtpD. 
Genetic techniques (allelic replacement techniques and expression clonig) were applied to 
generate knock-out mutants and overexpression mutants. These mutants were 
subsequently characterizied at the genetic and biochemical level as well as in in vitro, in 
vivo and ex vivo infection models of tuberculosis. 
• The class III adenylate cyclases Rv1264 and cya of M. tuberculosis were inactivated by 
allelic replacement. Inactivation of M. tuberculosis Rv1264∆ and cya∆ did not affect the 
course of infection, neither with respect to bacterial growth in different organs, nor 
dissemination or histopathology. A possible redundancy of Rv1264 and cya cyclases was 
investigated by generation of a M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ double knock-out mutant. 
In the in vivo mouse infection model M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ showed the same in 
vivo characteristics as the wild-type. The results indicate that one or more of the 
remaining 13 mycobacterial ACs may compensate for the loss of Rv1264/cya adenylate 
cyclase activity. 
• Previous studies suggested that the β-subunit (AtpD) of the F0F1-ATPase from 
M. tuberculosis is a virulence factor secreted into host cells. Inactivation by allelic 
replacement revealed that AtpD is essential for M. tuberculosis. Recombinant atpD 
mutants in M. bovis BCG and M. tuberculosis expressing AtpD with N- and C-terminal 
tags are important tools for further investigations of the secretion mechanism of AtpD.  
• The M. tuberculosis hbhA∆ deletion mutant display an attenuated phenotype, a 
reduction of the bacterial load in the lung after intratracheal and intravenous infection as 
well as a delay in colonization of the spleen; mice infected with the hbhA∆ mutant 
survived longer than control mice. By rigorously exploiting various routes of infection 
(in vivo, in vitro) and by analysis of different cell-type, subsequent analyses demonstrated 
that HbhA is an important ligand for professional phagocytes. HbhA facilitates uptake by 
these important cell-types.  
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1 Einleitung 
1.1 Die Tuberkulose 
Die Tuberkulose ist eine bakterielle Infektionskrankheit, die sich vor allem als 
Lungentuberkulose manifestiert. Grundsätzlich kann aber jedes Organ befallen sein. 
Tuberkulose ist eine alte Krankheit, welche die Menschheit schon lange begleitet. Es ist 
belegt, dass Tuberkulose bereits vor 4000 Jahren auftrat. Schon an Knochen ägyptischer 
Mumien aus der Zeit von 3000-2400 v. Ch. wurden Zeichen tuberkulöser Erkrankungen 
gefunden und schon Hippokrates berichtete im 5. Jahrhundert v. Ch. von der „Phthisis“ 
(griechisch: Schwindsucht). In Europa erreichte die Verbreitung der Tuberkulose zum 
Ende des 19. Jahrhunderts einen Höhepunkt: in Berlin war sie die häufigste 
Todesursache und eine Studie aus Paris belegt, dass 36% (250/696) der nicht 
altersbedingten Todesfälle durch Tuberkulose verusacht waren (Grandmann, 2005; 
Smith, 2003). Nach der Entdeckung des Erregers der Tuberkulose, Mycobacterium 
tuberculosis, im Jahre 1882 war es das Ziel, die Verbreitung der Tuberkulose zu 
verhindern und die Heilungsmöglichkeiten zu verbessern. Die Errichtung von Sanatorien 
war eine erste Massnahme. Mit der Entdeckung des Streptomycins 1943/44 und anderer 
Tuberkulostatika wurden wirksame Behandlungsmöglichkeiten entwickelt und die 
Erkrankung verschwand zumindest in den entwickelten Ländern der westlichen Welt aus 
dem Bewusstsein der Bevölkerung. Nachdem 1963/64 Rifampicin als letztes klassisches 
Tuberkulostatikum entwickelt worden war, wurde die pharmazeutische Forschung 
praktisch eingestellt. 
 
Global gesehen ist die Tuberkulose auch heute noch eine der häufigsten Todesursachen 
durch Infektionskrankheiten. An Tuberkulose sterben zur Zeit täglich 5000 Menschen und 
die Inzidenz, besonders in Afrika, ist ansteigend. Die Prävalenz der Erkrankung ist 
ausserordentlich hoch. Etwa ein Drittel der Weltbevölkerung ist mit M. tuberculosis 
infiziert. Im Jahre 2004 wurden 8,9 Millionen Neuerkrankungen registriert (WHO, 2005; 
WHO, 2006). Mangelnde medizinische Versorgung, rasches Bevölkerungswachstum 
sowie die zunehmende Verbreitung der Immunschwächekrankheit AIDS (Corbett et al., 
2003; Frieden et al., 2003) werden für die steigende Prävalenz und Inzidenz 
verantwortlich gemacht.  
 
Die pulmonale Tuberkulose wird mit einer Kombinationstherapie behandelt, bei der die 
Tuberkulostatika Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol zur Anwendung 
kommen. Die gleichzeitige Verabreichung mehrerer Medikamente mit unterschiedlichen 
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Wirkmechanismen verhindert die Resistenzbildung und nutzt synergistische Wirkungen 
aus. In der Initialphase der Therapie werden vor allem replizierende Bakterien abgetötet 
und die Infektiosität der Erkrankten stark herabgesetzt. In der anschliessenden 
Stabilisierungsphase werden auch nicht-replizierende Bakterien über einen Zeitraum von 
4-9 Monaten abgetötet. Ein besonderes Problem stellt das Auftreten multiresistenter 
(MDR) Tuberkulosestämme dar. MDR-Stämme sind definitionsgemäss mindestens gegen 
Isoniazid und Rifamicin, häufig auch gegen weitere Tuberkulostatika, resistent (WHO, 
2006). Die begrenzte Verfügbarkeit wirksamer Medikamente in den Entwicklungsländern 
sowie unzureichende bzw. falsche Behandlung („non-compliance“) fördert die Selektion 
multiresistenter Stämme. Tuberkuloseerkrankungen durch multiresistente Stämme sind 
besonders in der ehemaligen Sowjetunion und China zu beobachten, in jüngster Zeit auch 
im südlichen Afrika (Gandhi et al., 2006; WHO, 2006). Infektionen mit multiresistenten 
Tuberkulosestämmen haben eine langwierige (bis zu 2 Jahre) und kostenintensive 
Therapie zur Folge (Frieden et al., 2003). 
 
Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde mit dem Ziel der Eindämmung der Tuberkulose an 
der Entwicklung eines Impfstammes gearbeitet. Mycobacterium bovis BCG (Bacille 
Calmette-Guérin) wurde zwischen 1908 bis 1921 durch 230 in vitro Passagierungen des 
virulenten M. bovis Stammes, dem Erreger der Rindertuberkulose, generiert (Calmette & 
Guérin, 1920). Dieser Stamm vermittelt aber nur partiellen Schutz. In verschiedenen 
Studien konnte gezeigt werden, dass die Impfung einen Schutz gegen die disseminierte 
Tuberkulose im Kindesalter bietet. Die Wirksamkeit der BCG-Impfung bei Erwachsenen 
ist sehr variabel und reicht von zufriedenstellend (>80% Schutz) bis wirkungslos bei 
pulmonaler Tuberkulose. Eine Vielzahl von Faktoren sind als mögliche Ursachen des 
schwankenden Impfschutzes diskutiert worden; z.B. Abhängigkeit vom verwendeten 
Impfstamm, oder die umweltbedingte Exposition nicht-tuberkuloser Mykobakterien (Fine, 
1995). Es ist daher notwendig Impfstoffe zu entwickeln, die einen zuverlässigeren Schutz 
bieten.  
1.2 Die Gattung Mycobacterium 
Mykobakterien gehören zur Ordnung Actinomycetales und Familie Mycobacteriaceae. Sie 
sind mit den Corynebakterien und Norcardien verwandt. Die Mitglieder des Genus 
Mycobacterium sind Gram-positive, sporenlose, unbewegliche Stäbchen mit einer Grösse 
von 1 bis 10 µm. Die Zellwand von Mykobakterien enthält Mykolsäuren, welche ihnen die 
charakteristische Säurefestigkeit verleihen (Brennan, 2003). Unter Säurefestigkeit 
versteht man, dass eine Entfernung der nach Anfärbung mit Anilinfarbstoffen gebildeten 
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Farbkomplexe mit einem Säure-Alkoholgemisch nicht möglich ist. Mykobakterien können 
deshalb mit speziellen Färbemethoden, welche diese Säurefestigkeit der Zellwand nutzen 
(Ziehl-Neelsen, Auramin), selektiv sichtbar gemacht werden.  
Mykobakterien können in pathogene und nicht-pathogene Spezies unterteilt werden. Die 
Mehrheit der über 120 Arten der Gattung Mycobacterium sind jedoch nicht-pathogene 
Mykobakterien (Tortoli, 2006). Nur wenige sind als hoch pathogen anzusehen, so z. B. 
M. tuberculosis, M. leprae und M. ulcerans. Man unterscheidet vier Hauptgruppen des 
Genus Mycobacterium: 1. Mycobacterium tuberculosis Komplex mit M. tuberculosis, 
M. bovis, M. microti, M. africanum, M. canettii, M. caprae und dem Impfstamm M. bovis 
BCG (Bacille Calmette-Guérin) (Brosch et al., 2002); 2. Mycobacterium leprae; 3. 
Mycobacterium ulcerans; 4. NTM (non-tuberculous mycobacteria) mit u.a. M. kansasii, 
M. marinum, M. avium Komplex und M. smegmatis (Katoch, 2004).  
 
Tabelle 1-1 Medizinisch bedeutsame Spezies von Mykobakterien und die von ihnen verursachten 
Erkrankungen 
Spezies Erkrankung 
M. tuberculosis Lungentuberkulose 
M. bovis Rindertuberkulose 
M. leprae Lepra 
M. ulcerans Buruli Ulcus (Hautgranulom) 
M. marinum Geschwüre der Haut („Schwimmbadgranulome“) 
M. avium-intracellulare Sepsis bei AIDS-Patienten 
  
1.3 Mycobacterium tuberculosis 
Die erstmalige Beschreibung von Mycobacterium tuberculosis, dem Erreger der 
Tuberkulose, erfolgte 1882 durch Robert Koch (1843-1910). Er zeigte mit seinen Arbeiten 
den ursächlichen Zusammenhang zwischen dem von ihm entdeckten Tuberkelbazillus 
und der Erkrankung auf. Für die Entdeckung wurde Robert Koch 1905 mit dem Nobelpreis 
für Medizin geehrt (Grandmann, 2005).  
M. tuberculosis ist ein intrazellulär-pathogenes Bakterium mit einer Grösse von ca. 3 µm 
und mit einer Generationszeit von 20-24 h den langsam wachsenden Mykobakterien 
zuzuordnen. Das komplett sequenzierte Genom von M. tuberculosis H37Rv umfasst 
~4.4 Mb und kodiert für ca. 4000 Gene. Der GC-Gehalt beträgt 65,5% (Camus et al., 
2002; Cole et al., 1998). M. tuberculosis findet in Makrophagen das bevorzugte Habitat für 
intrazelluläres Wachstum. Innerhalb der Makrophagen blockiert M. tuberculosis die 
Phagosomenreifung zum Phagolysosom. Die Bildung von Phagolysosomen ist ein 
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wichtiger Schritt bei der Abtötung einer Vielzahl von Mikroorganismen in phagozytischen 
Zellen (Russell et al., 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1-1 Elektronenmikroskopsiche Aufnahme von M. tuberculosis Quelle: www.uct.ac.za/depts/ 
mmi/lsteyn/bacteria.html 
 
1.4 M. bovis BCG als Modellsystem 
Wegen der Ähnlichkeit von M. bovis BCG und M. tuberculosis (99,9% Genomidentität) 
(Gordon et al., 2001) kann für physiologische Untersuchungen M. bovis BCG als 
„Modellsystem“ herangezogen werden. 
Bacille Calmette-Guérin (BCG) ist ein attenuierter Stamm von M. bovis, welches nah 
verwandt mit M. tuberculosis ist. M. bovis BCG wurde über einem Zeitraum von 13 Jahren 
durch in vitro Passagierungen des virulenten Stammes generiert (Calmette & Guérin, 
1920) und seit 1921 als Impfstamm gegen Tuberkulose verwendet. Genetische 
Untersuchungen zeigten, dass das Genom von M. bovis BCG im Vergleich zu 
M. tuberculosis grössere deletierte Bereiche enthält. Die deletierten Regionen kodieren für 
mehr als 100 Gene. Eine wichtige Region, die in M. bovis BCG nicht mehr vorhanden ist, 
ist die RD1 (region of difference) (Behr et al., 1999). Die deletierte genomische Region 
(ORFs Rv3871 bis Rv3879c) hat eine Grösse von 10 kb und enthält Gene, die direkt für 
die Virulenz von M. tuberculosis verantwortlich sind, und Gene, die an der Regulation von 
Virulenzgenen beteiligt sind (Mahairas et al., 1996; Mustafa Abu & Al-Attiyah, 2003). Zu 
dieser genomischen Region gehören z.B. esat6 und Gene des Sekretionssystems ESX-1 
(Brodin et al., 2006).  
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1.5 Aufnahme und intrazelluläres Überleben von 
M. tuberculosis in Makrophagen 
M. tuberculosis ist ein intrazelluläres Pathogen, welches sich vor allem in Makrophagen 
vermehrt. Aber auch in anderen Wirtszellen wie z.B. dendritischen Zellen, neutrophile 
Granulozyten oder Epithelzellen können Mykobakterien überleben (Cosma et al., 2003). 
Neutrophile Granulozyten scheinen eine wichtige Rolle beim Transport von Mykobakterien 
in sekundäre lymphatische Organe zu spielen (Abadie et al., 2005). Neben der 
komplexen, lipidreichen Struktur der Zellwand, durch die das Bakterium innerhalb der 
Makrophagen geschützt wird, verfügt M. tuberculosis über verschiedene andere 
Mechanismen um der Immunantwort zu entgehen. Die Phagozytose wird durch 
verschiedene Oberflächen-Rezeptoren (z.B. Komplement-Rezeptoren, Mannoserezeptor, 
Type A Scavenger-Rezeptor) der Makrophagen vermittelt (Ernst, 1998; Fenton et al., 
2005). Der Rezeptortyp, welcher bei der Aufnahme von M. tuberculosis in die 
Makrophagen beteiligt ist, scheint dabei das weitere intrazelluläre Schicksal der Bakterien 
zu bestimmen (Vergne et al., 2004).  
 
Die meisten Mikroorganismen gelangen nach ihrer Aufnahme in Makrophagen in ein 
frühes phagosomales Kompartiment, welches durch einen schwach sauren pH-Wert 
(pH 6) und spezifische Membranmoleküle, z.B. kleine GTPase rab5, den Transferrin-
Rezeptor und den Mannoserezeptor charakterisiert ist. Bei der Aufnahme der meisten 
Partikel reift das frühe Phagosom durch Interaktionen mit Endosomen („kiss and run“-
Hypothese) zu einem späten Phagosom mit niedrigem pH-Wert (pH 5,5) heran. Dabei 
werden charakteristische spät-endozytotische Marker wie rab7, LAMP1/2 (lysosome-
associated membrane glycoprotein) oder die vakuoläre ATPase (vATPase) erworben. Die 
vATPase ist ein Enzymkomplex, durch den der pH-Wert im Phagosom weiter abgesenkt 
wird. Die Ansäuerung stellt einen wichtigen Schritt der Phagosomenreifung dar. 
Anschliessend erfolgt durch Interaktionen mit anderen Vesikeln die weitere Reifung und 
die Fusion mit Lysosomen. Lysosomen enthalten zahlreiche saure Hydrolasen, z.B. 
Cathepsin D, welche zur Abtötung von Mikroorganismen beitragen (Amer & Swanson, 
2002; Desjardin, 1995; Tjelle et al., 2000; Vieira et al., 2002).  
 
M. tuberculosis verhindert die Phagosomenreifung zum Phagolysosom. Die Phagosomen 
besitzen auch lange Zeit nach der Aufnahme der Bakterien Markerproteine eines frühen 
Endosoms, wie z.B. die kleinen GTPasen rab5 und rab11 oder den Transferrin-Rezeptor. 
Es werden keine oder weniger spät-endozytotischen Markerproteine erworben. 
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Desweiteren unterbleibt eine Ansäuerung, da das Phagosom scheinbar nicht mit späten 
Endosomen interagieren kann. Die molekularen Mechanismen mit denen M. tuberculosis 
die Phagosomenreifung verhindert, sind aber weitgehend unbekannt (Duclos & 
Desjardins, 2000; Russell et al., 2002; Vergne et al., 2004; Vergne et al., 2005). 
1.6 Virulenzmodelle von M. tuberculosis 
Um die Virulenz von M. tuberculosis zu untersuchen, stehen Zellkultur- und Tier-Modelle 
zur Verfügung. Die Arbeit mit einem Zellkultur-Modell ist einfacher und Ergebnisse sind 
schneller sichtbar, jedoch auf frühe Stadien einer Infektion (bis ca. 14 Tage) beschränkt. 
Tier-Modelle hingegen ermöglichen die Untersuchung aller Infektionsstadien einer 
Tuberkulose bis hin zum Exitus letalis bei Überlebenszeitanalysen (Flynn, 2006; Smith, 
2003). 
1.6.1 Zellkultur-Modelle 
Da M. tuberculosis sich vor allem in Makrophagen vermehrt, werden in erster Linie 
Makrophagen, aber auch dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten als in vitro 
Modelle für Virulenzuntersuchungen verwendet (Bermudez & Goodman, 1996; Cosma et 
al., 2003; Rosen, 2004; Smith, 2003). Die Makrophagen können aus Mäusen 
(Standardisierte Inzuchtstämme) oder aus dem Menschen stammen und sowohl als 
primäre Zellkultur wie auch als immortalisierte Zelllinie Anwendung finden. Bei der 
Verwendung von primären Maus-Makrophagen bei in vitro Untersuchungen wird vielfach 
die in vivo Situation einer mykobakteriellen Infektion besser wiedergegeben. Es ist 
möglich, dass M. tuberculosis Mutanten nur im Tier-Modell einen attenuierten Phänotyp 
zeigen, nicht aber im Makrophagen-Modell. Daher finden bei der Suche nach 
Virulenzfaktoren von M. tuberculosis häufig Zellkultur- und Tier-Modelle gemeinsam 
Anwendung (Kendall et al., 2004; Smith, 2003).  
1.6.2 Tier-Modelle 
Es existieren verschiedene Tier-Modelle, um die Pathologie einer M. tuberculosis Infektion 
zu untersuchen. Das Maus-Modell ist unter diesen das meist angewandte in vivo Modell; 
andere Tier-Modelle für Untersuchungen der Tuberkulose sind das Meerschweinchen-, 
Kaninchen-Infektionsmodell und in jüngerer Zeit auch die Infektion nicht-humaner 
Primaten (Makaken). Jedes dieser Modelle besitzt jedoch Vor- und Nachteile bedingt 
durch die Komplexität einer Tuberkulose. So bilden sich z.B. die für eine Tuberkulose 
typischen Granulome in der Maus weniger charakteristisch aus als im Meerschweinchen, 
während umgekehrt Meerschweinchen eine aussergewöhnliche Empfindlichkeit für 
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Tuberkulosebakterien aufweisen, welche die natürliche Resistenz des Menschen nur 
ungenügend wiedergibt (Flynn, 2006; Gupta & Katoch, 2005; Smith, 2003). 
 
Mittels des Maus-Modells konnten in jüngster Zeit einige M. tuberculosis 
Virulenzdeterminanten identifiziert werden. Attenuierte M. tuberculosis Defekt-Mutanten 
werden in verschiedene Klassen eingeteilt. Diese werden nach ihren Wachstums-
eigenschaften im Vergleich zum M. tuberculosis Wildtyp charakterisiert. Eine Defekt-
Mutante zeigt entweder 1) keine Vermehrung über den Beobachtungszeitraum, (sgiv; 
severe growth in vivo); 2) eine Vermehrung, welche im Vergleich zum Wildtyp jedoch 
geringer ist (giv; growth in vivo); 3) zunächst eine ähnliche Vermehrungsrate wie der 
Wildtyp (0-3 Wochen), ist dann aber nicht in der Lage zu persistieren (per; persistence); 
4) die Defekt-Mutante zeigt Wachstumseigenschaften des Wildtyps, weist jedoch im 
Vergleich eine veränderte Organpathologie auf (pat, pathology) (Glickman & Jacobs, 
2001; Hingley-Wilson et al., 2003).  
1.7 Virulenzfaktoren von M. tuberculosis 
Für die Pathogenese bakterieller Krankheitserreger sind verschiedene Virulenzfaktoren 
z.B. Toxine, Adhäsine, Invasine, Lipasen und Proteasen von Bedeutung (Finlay & Falkow, 
1997). Diese „klassischen Virulenzfaktoren“ können jedoch nicht in allen pathogenen 
Bakterien nachgewiesen werden. Auch in M. tuberculosis scheint zumindest ein Teil 
dieser „klassischen Virulenzfaktoren“ zu fehlen (Desjardin & Schlesinger, 2000). In den 
letzten Jahren konnten verschiedene Gene identifiziert werden, die zur Pathogenität und 
Virulenz von M. tuberculosis beitragen. Die identifizierten Gene/Proteine können in 
verschiedene Virulenzgruppen, entsprechend ihrer bekannten oder vorausgesagten 
Funktion, eingeteilt werden, wie z.B. Sekretionsproteine, z.B. Esat-6/CFP-10 (Berthet et 
al., 1998; Sorensen et al., 1995), Zelloberflächenkomponenten, OmpA (Raynaud et al., 
2002), oder regulatorische Proteine, Sigma A (Gomez et al., 1998; Smith, 2003). 
Insgesamt sind mehr als 200 Gene für die volle Ausprägung der M. tuberculosis Virulenz 
notwendig (Sassetti & Rubin, 2003).  
1.7.1 Adenylatcyclasen und deren Produkt cAMP als Virulenzfaktor 
Adenylatcyclasen (AC) sind Enzyme, die den universellen second messenger cAMP 
(zyklisches Adenosin-3´,5´monophosphat) aus ATP synthetisieren. cAMP als 
Signalmolekül ist an einer Vielzahl regulatorischer Prozesse beteiligt, z.B. als Kofaktor bei 
der Aminosäurebiosynthese, Kohlenstoffverwertung oder bei der Expression von 
Virulenzfaktoren (Lory et al., 2004). Bei der Wirt-Pathogen Interaktion können wirtseigene 
Adenylatcyclasen z. B. durch Toxine zur ständigen Synthese von cAMP stimuliert werden 
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(CyaA von Bordetella pertussis (Guo et al., 2005a)) oder die Toxine selber besitzen 
Adenylatcyclase Aktivität (Anthrax, Ödemfaktor; Bacillus anthracis (Abrami et al., 2005)). 
Bei Vibrio vulnificus ist cAMP an der globalen Genregulation beteiligt (Kim et al., 2005). In 
Yersinia enterocolitica ist eine AC für die Expression von Virulenzgenen notwendig 
(Petersen & Young, 2002). 
1.7.1.1 Klassifizierung von Adenylatcyclasen 
Aufgrund struktureller Eigenschaften werden AC in sechs verschiedene Kategorien 
(Klasse I-VI) eingeteilt (Barzu & Danchin, 1994; McCue et al., 2000; Tellez-Sosa et al., 
2002). Adenylatcyclasen der Klasse I sind in Enterobakterien, wie Escherichia coli und 
Salmonella typhimurium hoch konserviert. Dort sind sie z.B. an der Katabolit-Repression 
beteiligt. Intrazelluläres cAMP dient dabei als Aktivator-Molekül. Desweiteren kommen AC 
der Klasse I z. B. bei Vibrio cholerae und Aeromonas hydrophilia (CyaA) vor (Baker & 
Kelly, 2004). Die AC der Klasse II bilden extrazelluläre Toxine, welche von Pathogenen 
wie z.B. Bordetella pertussis (CyaA), Bacillus anthracis (Ödemfaktor, EF) oder 
Pseudomonas aeruginosa (ExoY) sezerniert werden. So gelangt beispielsweise das ExoY 
von P. aeruginosa durch das type III secretion system (TTSS) (Yahr et al., 1998) in die 
eukaryotische Zielzelle. Die Toxine werden häufig in der Zielzelle durch zelleigene 
Kofaktoren, wie z. B Calmodulin, aktiviert. Dabei werden hohe intrazelluläre cAMP 
Konzentrationen erreicht (Ahuja et al., 2004; Linder & Schultz, 2003). Klasse III 
Adenylatcyclasen kommen in Pro- und Eukaryoten vor und werden daher auch als 
„universelle Klasse“ bezeichnet (Barzu & Danchin, 1994). Die Klasse III AC sind 
phylogenetisch nah verwandt mit Guanylatcyclasen (GC). Die katalytischen Domänen 
werden auch als cyclase homology domains (CHD) bezeichnet. Ein gemeinsames 
Merkmal dieser Klasse von Cyclasen sind Sequenzen und Strukturen der katalytischen 
Untereinheit mit konservierten Aminosäureresten (Baker & Kelly, 2004; Shenoy & 
Visweswariah, 2004). Die katalytischen Domänen sind oft von regulatorischen Domänen 
flankiert. Bakterielle Adenylatcyclasen der Klasse III scheinen für die Regulation 
unterschiedlicher Prozesse (Osmoregulation, Chemotaxis, Phototaxis, pH-Regulation) 
durch ihre Struktur individuell angepasst zu sein (Linder & Schultz, 2003). Den Klassen 
IV, V und VI konnte bis jetzt nur je ein Vertreter zugeordnet werden: Aeromonas 
hydrophilia (cyaB) (Sismeiro et al., 1998), Provotella ruminicola (Cotta et al., 1998) und 
Rhizobium elti (Baker & Kelly, 2004; Tellez-Sosa et al., 2002);  
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1.7.1.2 Adenylatcyclasen der Klasse III 
Die Klasse III Adenylatcyclasen werden in lösliche und membrangebundene AC mit 
mindestens einer Transmembrandomäne eingeteilt. Sie sind als Dimere aktiv, wobei die 
Katalyse an der Grenzfläche des Dimers stattfindet. Die in Säugern beschriebenen 
Prototypen zeichnen sich durch zwei leicht unterschiedliche CHD aus (C1 und C2), 
welche nach Aktivierung ein Heterodimer mit zwei aktiven Zentren bilden (Baker & Kelly, 
2004; Linder & Schultz, 2003; Tang & Hurley, 1998). Es wurden sechs Aminosäuren in 
AC identifiziert, die bei der Katalyse eine wichtige Funktion einnehmen. Zwei 
Aspartatreste (Asp) koordinieren zwei Metall-Kofaktoren (Mg2+ oder Mn2+), ein Lysin (Lys)-
Aspartat (Asp) Paar bindet das ATP und ein Arginin (Arg)-Asparagin (Asp) Paar 
stabilisiert den Übergangszustand bei der Katalyse. Bei der Bildung von Heterodimeren 
werden die zwei Aspartatreste von C1 und die anderen benötigten Aminosäurereste von 
C2 zur Verfügung gestellt. Da C1 und C2 von Säugern eine einzelne Proteinkette bilden, 
ist nur ein Zentrum katalytisch aktiv und kann das Substrat binden (Abbildung 1-2). Das 
Prinzip der Katalyse bei den AC ist analog zu dem bei DNA-Polymerasen beschriebenen 
Mechanismus (Tesmer et al., 1999). Beide Enzyme katalysieren einen nukleophilen 
Angriff der 3´-OH Gruppe der Ribose am α-Phosphat des Nukleosid-3-phosphates.  
 
Im Gegensatz zu den AC der Säuger, besitzen die Typ III AC von Bakterien nur eine 
einzelne CHD, welche als Homodimer wirkt und zwei katalytisch aktive Zentren ausbildet. 
Die Katalyse findet hier ebenfalls an der Dimergrenzfläche statt. Die für die Katalyse 
wichtigen Aminosäuren liegen im Gegensatz zu den Säuger-AC in einer CHD (Abbildung 
1-2) (Hurley, 1998; Linder, 2006; Linder & Schultz, 2003). Für die Klasse III 
Adenylatcyclasen wurden die vier Subkategorien IIIa bis IIId definiert. Die Klasse IIIa 
wurde in M. tuberculosis sowie in Spirulina platensis entdeckt. Typisches Motiv dieser 
Klasse ist das (F/Y)XX(F/Y)D Motiv welches an der Dimerbildung beteiligt ist, sowie das 
EKIK Motiv, welches das Substratbindende Lysin (K) enthält. Der Aminosäureabstand der 
sogenannten Armregion zwischen einem konservierten Glycin und dem 
substratbindenden Aspartat beträgt immer 14 Aminosäuren. Diese Subklasse kann 
sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden. Die Klasse IIIb Adenylatcyclasen wurden für 
Gram-negative als auch für Gram-positive Bakterien beschrieben. Alle Klasse IIIb CHDs 
bilden Homodimere aus und das substratbindende Aspartat ist durch ein Threonin oder 
Serin ersetzt. Der Abstand zwischen einem konservierten Glycin und dem 
substratbindenden Threonin/Serin der Armregion beträgt immer 15 Aminosäuren. Die 
Subklasse IIIc bildet ebenfalls Homodimere aus und die Armregion ist mit 7 bis 11 
Aminosäuren kürzer als jene der Subklassen IIIa und IIIb. Die Klasse IIId wurde bis jetzt 
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nur in Pilzen beschrieben. Es werden Homodimere gebildet und das substratbindene 
Lysin (K) ist vom YEVKT Motiv umgeben (Linder & Schultz, 2003). Die strukturelle 
Divergenz der Adenylatcyclasen scheint die Vielfältigkeit der durch den Botenstoff cAMP 
aktivierten Signaltransduktionsmechanismus zu reflektieren und die Unterschiede in den 
CHD lassen auf unterschiedliche katalytische Mechanismen schliessen (Linder & Schultz, 
2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1-2 Dimerstruktur der katalytischen Domäne von Klasse III Adenylatcyclasen 
Die CHD bilden entweder Heterodimere (C1 und C2) mit einem katalytischen Zentrum (A) oder Homodimere (C) mit zwei 
katalytischen Zentren (B). Die Konversion von ATP zu cAMP erfolgt an der Dimergrenzfläche. 
Abkürzungen: A, Adenosin; Me, Metall-Kofaktor; O, Sauerstoffatom; Asp, Aspartat; Asn Asparagin; Arg, Arginin; Lys, Lysin; 
Phosphatgruppen-gelb. Abbildung verändert nach: (Linder & Schultz, 2003) 
 
 
A 
B 
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1.7.1.3 Adenylatcyclasen im Genom von M. tuberculosis H37Rv 
Das Genom von M. tuberculosis H37Rv enthält 15 Gene für Adenylatcyclasen der Klasse 
III, die den Subklassen IIIa bis IIIc zugeordnet werden können. Zwei der AC von 
M. tuberculosis gehören zur Klasse IIIa, vier zur Klasse IIIb und neun zur Klasse IIIc, 
siehe Tabelle 1-2 (Cole et al., 1998; Linder & Schultz, 2003; McCue et al., 2000). Diese 
hohe Anzahl an AC legt die Vermutung nahe, das cAMP zur Pathogenität von 
M. tuberculosis beiträgt, indem es störend auf das eukaryotische Signalsystem wirkt, oder 
aber die bakterielle Genexpression beeinflusst. 
 
Tabelle 1-2 AC von M. tuberculosis 
AC von M. tuberculosis Kasse III Quelle 
Rv0386 c (Castro et al., 2005) 
Rv0891c c uncharakterisiert 
Rv1264 c (Dittrich et al., 2006; Linder 
et al., 2002; Tews et al., 
2005) 
Rv1318c b (Linder et al., 2004) 
Rv1319c b (Linder et al., 2004) 
Rv1320c b (Linder et al., 2004) 
Rv1358 c uncharakterisiert 
Rv1359 c uncharakterisiert 
Rv1625c a (Guo et al., 2001; Guo et al., 
2005b) 
Rv1647 c (Shenoy et al., 2005) 
Rv1900c c (Sinha et al., 2005) 
Rv2212 c (Motaal et al., 2006) 
Rv2435c a uncharakterisiert 
Rv2488c c uncharakterisiert 
Rv3645 b (Linder et al., 2004) 
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1.7.2 Sekretionsproteine als Virulenzfaktoren 
Ungefähr 30% des Genoms von M. tuberculosis kodiert für sekretierte Proteine. Unter 
diesen konnte eine Reihe von Virulenzfaktoren nachgewiesen werden z.B. Esat-6/CFP-
10, welches in der RD1-Region kodiert ist (Brodin et al., 2004; Mahairas et al., 1996). 
Sekretierte Proteine können auch mit der Zellwand assoziiert sein, diese Membran- und 
Oberflächenproteine tragen entscheidend zur Virulenz von M. tuberculosis bei (Camacho 
et al., 2001; Cole et al., 1998). Einige sekretierte Proteine sind Schlüsselantigene bei der 
protektiven Immunantwort (Young & Garbe, 1991).  
 
Die Sekretion von Proteinen in die extrazelluläre Umgebung ist für Bakterien von 
entscheidender Bedeutung. Durch diese Proteine ist es pathogenen Bakterien möglich, 
mit ihrem Wirt in Wechselwirkung zu treten. Es gibt drei Systeme, welche Proteinsekretion 
über die zytoplasmatische Membran vermitteln, das Sec-System (secretory), das SRP-
System (signal-recognition partical) und das TAT-System (Twin-arginine-translocation) 
(Pallen et al., 2003; Pugsley et al., 2004).  
 
In Gram-negativen Bakterien ist der Sekretionsmechanismus in 5 verschiedene 
Subklassen unterteilt, die als Typ I bis Typ V bezeichnet werden. Typ I und III sind sec-
unabhängige Sekretionssysteme. Die sekretierten Proteine werden dabei direkt vom 
Zytoplasma in die Umgebung (Typ I) oder in eine Wirtszelle (Typ III) abgegeben. Durch 
diese Systeme werden z.B. Toxine, Proteasen und Lipasen sekretiert (Pallen et al., 2003; 
Thanassi & Hultgren, 2000). Sekretionssysteme vom Typ II und IV sind hingegen sec-
abhängige Sekretionssysteme. Die sekretierten Proteine werden mit Hilfe der Sec-
Maschinerie über die Zytoplasmamembran transloziert, prozessiert und sekretiert. An der 
Proteintranslokation ist eine Vielzahl von Sec-Proteinen beteiligt, z.B. SecA, SecB, 
SecEGY und SecD/B. SecA spielt dabei eine wichtige Rolle, da es ein multifunktionales 
Protein ist. Das Protein besitzt eine ATPase Aktivität, tritt in Wechselwirkung mit dem 
integralen Membranprotein SecY und bindet an die Signalsequenz der Präproteine 
(Pugsley et al., 2004). Das Typ II Sekretionssystem ist für die Sekretion von 
extrazellulären Enzymen und Proteinen verantwortlich. Typ IV ist mit der bakteriellen 
Konjugationsmaschinerie verwandt. Ähnlich wie Typ III bildet dieses System eine Pilus-
ähnliche Struktur, welche beide Membranen durchspannt. Substrate des Typ IV 
Sekretionsapparates werden direkt in die Wirtszelle injiziert (Abbildung 1-3). Beim Typ V 
Sekretionssystem (auch als Autotransporter bezeichnet) werden Proteine exportiert, die 
verschiedene Funktionen erfüllen können. Dazu zählen Proteasen, Toxine, Adhäsine und 
Invasine. Der Autotransporter benötigt keine zusätzlichen Faktoren. Im Type V 
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Sekretionssystem werden drei verschiedene Transportmechanismen für Proteine 
zusammengefasst: das Autotransportersystem (Va), das two-partner secretions System 
(TSP) (Vb) und das Type Vc (Abbildung 1-4) (Henderson et al., 2004; Pallen et al., 2003; 
Thanassi & Hultgren, 2000). 
 
Im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien ist die Proteinsekretion Gram-positiver 
Bakterien weniger komplex. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Gram-positive und 
Gram-negative Bakterien ihre Proteine zumindest teilweise über ähnliche Mechanismen 
sekretieren. Die sekretorischen Proteine werden oft als Präproteine mit spezifischen 
Signalsequenzen synthetisiert. Diese werden vom Sekretionsapparat erkannt. Der 
Transport durch die Zytoplasmamembran ist ein ATP-abhängiger Prozess.  
 
Neben den sec-abhänigen Systemen scheint es in Mykobakterien einen von der 
klassischen Signalsequenz unabhängigen Proteinsekretionsmechanismus zu geben, da 
Proteine gefunden wurden, welche ohne eine klassische Signalsequenz sekretiert wurden 
(Bendtsen et al., 2005). So weist beispielsweise die Superoxiddismutase (SodA) von 
M. tuberculosis keine klassische Signalsequenz auf (Raynaud et al., 1998; Sonnenberg & 
Belisle, 1997), konnte jedoch im Kulturfiltrat von M. tuberculosis nachgewiesen werden. 
Das Protein, welches für die Sekretion des SodA-Proteins, und einiger anderer Proteine 
von M. tuberculosis benötigt wird, wurde nach der Identifikation als SecA2 bezeichnet 
(Braunstein et al., 2003).  
Experimente mit RD1-Mutanten von M. tuberculosis zeigen, dass M. tuberculosis über 
einen weiteren Sekretionsmechanismus verfügt (Braunstein et al., 2003; Pym et al., 
2003). So wird z.B. das Esat-6-Protein gleichfalls ohne Sec-Signalsequenz in den 
Kulturüberstand sekretiert. Esat-6 spielt eine entscheidende Rolle in der Virulenz von 
M. tuberculosis. Der Sekretionsmechanismus, über den das Protein über die Zellwand 
transloziert wird, ist bisher jedoch unbekannt (Brodin et al., 2006; Pym et al., 2003). Das 
neu entdeckte Sekretionssystem, der Mykobakterien, wurde als Snm (secretion in 
mycobacteria) bezeichnet (Stanley et al., 2003). 
 
Einige pathogene Bakterien besitzen mit dem Typ III- bzw. Typ IV-Sekretionssystem 
verwandte Sekretionssysteme. Homologe des Typ III- und Typ IV-Sekretionssystems 
wurden in M. tuberculosis nicht identifiziert (Cole et al., 1998).  
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Abbildung 1-3 Schematische Übersicht der Sekretionssyteme des Typs I bis IV 
Die einzelnen Sekretionssysteme sind beispielhaft erläutert: Typ I durch das Hämolysin A von E. coli; Typ II durch die 
Sekretion der Pullulanase von Klebsiella oxytoca; Typ III durch die Yop Sekretion in Yersinia und Typ IV durch das VirB 
System von Agrobacterium tumefaciens. Das Effektormolekül ist grau dargestellt. Das Typ II und auch das Typ IV, nutzen 
das zytoplasmatische SecB Chaperon. Moleküle, welche über das TAT System exportiert werden, scheinen über das Typ II 
System sekretiert zu werden. Das Typ III Sekretionssystem beinhaltet ebenfalls zytoplasmatische Chaperone.  
Abkürzungen: EM, extrazelluläres Milieu; OM, äussere Membran; Peri, Periplasma; IM, innere Membran; Cyto, Zytoplasma. 
Quelle: (Henderson et al., 2004) 
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Abbildung 1-4 Schematische Übersicht des Typ V Sekretionssytems 
Die Proteine, welche über den Autotransporter sekretiert werden, werden zunächst mit Hilfe einer Sec-Maschinerie über die 
zytoplasmatische Membran exportiert. Im periplasmatischen Raum wird die Signalsequenz des Proteins abgespalten und 
die β-Domäne integriert in die äussere Membran, wobei eine Pore in der Membran gebildet wird. Anschliessend wird die 
Passengerdomäne eingebracht und durch die äussere Membran transloziert. 
Abkürzungen: EM, extrazelluläres Milieu; OM, äußere Membran; Peri, Periplasma; IM, innere Membran; Cyto, Zytoplasma. 
Quelle: (Henderson et al., 2004) 
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1.7.3  Die β-Untereinheit der F0F1-ATP Synthase als Virulenzfaktor 
Lebende Organismen sind auf ständige Energiezufuhr angewiesen. Die Energie wird zur 
Aufrechterhaltung des zellulären Stoffwechsels und der Neusynthese von 
Makromolekülen verwendet. Der Organismus gewinnt diese Energie aus dem katabolen 
Stoffwechsel. Sie wird v.a. in Form von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen 
Träger freier Energie, übertragen.  
Die bedeutendsten Reaktionen der ATP-Generierung bei Bakterien sind die oxidative 
Phosphorylierung und die Substratkettenphosphorylierung. Bei der oxidativen 
Phosphorylierung wird Energie durch die Übertragung von Elektronen von NADH bzw. 
FADH2 auf Sauerstoff gewonnen. Die Elektronen durchfließen verschiedene membranäre 
Enzymkomplexe der Elektronentransportkette, die für den Transfer von Protonen aus dem 
Zytoplasma über die Zytoplasmamembran sorgen. Dabei entsteht ein Protonengradient. 
Beim Ausgleich dieses Gradienten strömen die Protonen durch einen Protonenkanal der 
F0F1-ATPase, welche die protonenmotorische Kraft zur Bildung von ATP aus ADP und Pi 
benutzt.  
 
Die F0F1-ATPase, ein großer Enzymkomplex, wurde bei einer Vielzahl von Bakterien in 
der Plasmamembran, aber auch in eukaryotischen Organellen (Mitochondrien und 
Chloroplasten) gefunden (Abrahams et al., 1994; Futai & Kanazawa, 1983; Futai et al., 
1989). Abhängig vom jeweiligen Organismus und den Wachstumsbedingungen kann der 
Enzymkomplex sowohl ATP-Synthese oder die ATP-Hydrolyse katalysieren. Durch ATP-
Hydrolyse können Protonen entgegen dem elektrochemischen Gradienten gepumpt 
werden (Futai & Kanazawa, 1983; Futai et al., 1989). 
Von Bakterien wie E. coli und M. tuberculosis über Pflanzen bis hin zu Säugern ist die 
F0F1-ATPase eines der am höchsten konservierten Enzyme. In der ATPase ist die 
katalytische β-Untereinheit mit >60% der Aminosäurereste konserviert (Yoshida et al., 
2001).  
 
Die F0F1-ATPase ist in zwei unterschiedliche Domänen unterteilt: die membranäre, 
hydrophobe Domäne (F0-Domäne) und die synthetisierende Domäne (F1-Domäne). Die 
F0-Domäne ist aus mindestens 3 Untereinheiten (a, b, c) aufgebaut. Diese bilden den 
Protonenkanal, der für den Protonenfluss durch die Zytoplasmamembran verantwortlich 
ist. Die F1-Domäne ist nicht-kovalent an F0 gebunden und kann leicht von diesen gelöst 
werden. Die F1-Domäne enthält das katalytische Zentrum zur ATP-Synthese und besteht 
aus 5 Polypeptidketten (α, β, γ, δ, ε) in einem stöchiometrischen Verhältnis von 3:3:1:1:1.  
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Abbildung 1-5 Darstellung der Struktur eines F0F1-ATPase-Komplexes aus E. coli 
Die F0-Domäne ist membranverankert und bildet den Protonenkanal, bestehend aus den Untereinheiten a, b, c. Die F1-
Domäne enthält das katalytische Zentrum für die ATP-Synthese und besteht aus 5 Untereinheiten mit der Stöchiometrie 
(α3β3γδε). Quelle: svik.life.smu.edu/images/ atpsynth/schemat.html 
 
Die Sequenzen der α- und  β-Untereinheit sind verwandt und enthalten beide eine 
nukleotid-bindende Sequenz für ADP und ATP. Das konservierte nukleotid-bindende 
Motiv der β-Kette, GXXXXGKT, hat katalytische Funktion bei der ATP-Synthese. In der α-
Kette wirkt es hingegen regulatorisch (Futai & Kanazawa, 1983; Futai et al., 1989). 
Untersuchungen von Abrahams an bovinen mitochondrialen ATPasen zeigen, dass beide 
Untereinheiten einen Zylinder um die γ-Untereinheit des F1 bilden. Durch Rotation des 
Zylinders um die γ-Untereinheit kommt es zur Bildung von ATP (Abrahams et al., 1994; 
Senior et al., 2002). 
1.7.3.1 Die β-Untereinheit der F0F1-ATP Synthase von M. tuberculosis 
Im mykobakteriellen Operon atpBEFHAGDC wird die β-Polypeptidkette der F0F1-ATPase 
durch das 1458 bp grosse atpD-Gen (Rv1310) kodiert (Cole et al., 1998). Die β-
Untereinheit besteht aus 486 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von ca. 53 kD. 
In einer Studie wurde das mykobakterielle Protein AtpD im Zytoplasma von Makrophagen, 
welche mit M. tuberculosis infiziert waren, nachgewiesen. Die Untersuchungen zeigten 
weiterhin, dass es sich bei dem mykobakterielle AtpD um ein Protein handelt, dass nach 
einer Infektion von Markophagen mit M. tuberculosis stärker exprimiert wird (Ragno et al., 
2001). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die atpD Expression nach der 
Phagozytose, und der damit verbundenen Änderung des intrazellulären pH-Wertes, 
induziert wurde und das AtpD in die Wirtszelle sekretiert wird. 
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1.7.4 Oberflächen-assoziierte Proteine als Virulenzfaktoren 
Für viele Pathogene sind Adhäsionsfaktoren wichtige Virulenzdeterminanten. In 
enteropathogenen Yersinia Spezies wird beispielsweise das afimbrische Adhäsin YadA, 
welches die Adhäsion zu Komponenten der extrazellulären Matrix vermittelt, exprimiert 
(Heise & Dersch, 2006). In Bordetella pertussis ist ein Adhäsin, das filamentöse 
Hämaglutinin, FHA, für die Anbindung an pulmonale und tracheale Epithelzellen aber 
auch Makrophagen verantwortlich (Alonso et al., 2002). 
 
Die mykobakterielle Zellwand weisst eine sehr komplexe Struktur auf und enthält u.a. 
zahlreiche Proteine, Lipide (z.B. Mykolsäuren/Mykoside) und Glykolipide (z.B. LAM, 
Lipoarabino-mannan). Die Physiologie von M. tuberculosis ist direkt mit der komplexen 
Zellwand verknüpft. Die lipid- und glycanreiche äussere Schicht, kann daher als 
Virulenzfaktor angesehen werden (Glickman & Jacobs, 2001; Smith, 2003). Es konnte 
gezeigt werden, dass die glykanreiche äussere Schicht der Zellwand von M. tuberculosis 
einen inhibierenden Einfluss auf die Phagozytose hat. Sie behindert die Assoziation von 
Bakterium und Makrophage. Es ist naheliegend, dass Oberflächenproteine bei der 
initialen Interaktion mit der Wirtszelle eine wichtige Rolle spielen. Es ist jedoch kaum 
bekannt, welche Komponenten der Zelloberflächen tatsächlich die Bindung an 
Makrophagen vermitteln (Stokes et al., 2004). Makrophagen besitzen eine große Anzahl 
verschiedener Rezeptoren, die für die Aufnahme unterschiedlicher Partikel verantwortlich 
sind. Daher existieren viele unterschiedliche Wege, über die ein Bakterium aufgenommen 
werden kann. Die Aufnahmemechanismen und deren Auswirkungen auf das intrazelluläre 
Schicksal von Mykobakterien sind jedoch noch weitestgehend unklar (El-Etr & Cirillo, 
2001; Fenton et al., 2005). 
 
Die rezeptorvermittelte Phagozytose scheint der meist verbreitete 
Aufnahmemechanismus von M. tuberculosis durch verschiedene eukaryotische Zellen zu 
sein. Dabei sind unterschiedliche Zellrezeptoren an der Interaktion zwischen Bakterium 
und Wirtszelle beteiligt wie z. B. die Komplementrezeptoren (CR) 1, 3 und 4, der 
Surfactantproteinrezeptor oder der Mannoserezeptor (Bermudez & Sangari, 2001; El-Etr 
& Cirillo, 2001; Ernst, 1998; Raja, 2004). Diese Rezeptoren binden non-opsonzied 
M. tuberculosis oder Opsonine an der Oberfläche des Bakteriums. Von besonderer 
Bedeutung bei der Phagozytose von Mykobakterien scheint CR3 zu sein (Rooyakkers & 
Stokes, 2005; Velasco-Velazquez et al., 2003). Über die dazugehörigen Liganden, welche 
die Aufnahme von Seiten des Bakteriums begünstigen, ist jedoch sehr wenig bekannt.  
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Abbildung 1-6 Darstellung möglicher Aufnahmemechanismen von M. tuberculosis in die Wirtszelle 
Die dargestellte Abbildung zeigt bakterielle Liganden, Opsonine und mögliche Wirtszellrezeptoren von Mykobakterien. 
Wahrscheinlich wirkt eine Vielzahl dieser Faktoren bei der Aufnahme von Mykobakterien zusammen. Die Pfeile im 
Makrophagen symbolisieren Wechselwirklungen von Rezeptoren durch Aktivierung eines zweiten Rezeptors. Die Pfeile im 
Mykobakterium stellen Regulons dar, welche an der Aufnahme des Bakteriums beteiligt sind.  
Abkürzungen: CR, Komplement-Rezeptor; SpA, Surfactant Protein A; C1q, Komplement component 1q; C1qR, C1q 
Rezeptor; 210KDa, uncharakterisiertes 210Kda Protein; MPB, Mannose-bindendes Protein; Ag85A, B, C, Antigen 85A, 85B 
und 85C, LPS, Lipopolysaccaride; MRC1, Mannoserezeptor.  Verändert nach  (El-Etr & Cirillo, 2001) 
 
1.7.4.1 Heparin-bindendes Hämagglutinin Adhäsin (HbhA) von 
M. tuberculosis als Virulenzfaktor 
HbhA ist ein 28 kD Glykoprotein, welches nur an der Zelloberfläche von Bakterien des 
M. tuberculosis Komplex sowie bei M. leprae und M. avium, jedoch nicht bei apathogenen 
Mykobakterien, exprimiert wird. HbhA ist als ein wichtiges Adhäsin für Epithelzellen 
beschrieben (Menozzi et al., 1998; Menozzi et al., 1996). Mit Hilfe seiner Lysin-, Alanin-, 
und Prolin-reichen C-Terminalen Domäne interagiert das Protein mit den 
Glykosaminoglykanen Heparin und Heparansulfat der Wirtszelle. HbhA wird durch 
Methylierungen der Lysinreste im C-Terminus post-translational modifiziert (Pethe et al., 
2000; Pethe et al., 2002). Diese Methylierungen verleihen HbhA Schutz vor Proteolyse 
(Pethe et al., 2002).  
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1.8  Ziel der Arbeit 
Die Tuberkulose, eine Erkrankung verursacht durch Mycobacterium tuberculosis, gilt 
heute wieder als eine der häufigsten Todesursachen durch Infektionskrankheiten nach 
HIV Infektionen. Es ist jedoch nur wenig über die bakteriellen Virulenzfaktoren und 
Mechanismen bekannt, welche es diesem Humanpathogen ermöglichen intrazellulär zu 
überleben und sich zu vermehren. Die klassischen Virulenzfaktoren wie beispielsweise 
Toxine scheinen M. tuberculosis zu fehlen (Desjardin & Schlesinger, 2000).  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung verschiedener Gene/Proteine, welche 
potentiell zur Pathogenität von M. tuberculosis beitragen. Die Gene/Proteine präsentieren 
drei verschiedenen Virulenzgruppen – regulatorische Prozesse (Adenylatcyclasen 
Rv1264, Cya), Sekretionsproteine (AtpD), Zelloberflächenkomponenten (HbhA). 
 
Die Charakterisierung dieser Gene als mögliche Virulenzfaktoren erfolgt durch: 
• Generierung von Adenylatcyclasen Knockout Mutanten (Rv1264, Cya) 
• Generierung einer AtpD Knockout Mutante 
• Generierung einer HbhA Knockout Mutante 
• Generierung von Überexpressionsmutanten essentieller Gene 
• Charakterisierung der Knockout- und Überexpressions Mutanten in in vitro und in 
vivo Infektionsmodellen  
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2 Material 
Alle nicht näher erläuterten molekularen und biochemischen Standardmethoden sowie 
Lösungen und Puffer, wurden nach (Ausubel et al., 2006; Sambrook et al., 1989) 
unverändert durchgeführt. 
2.1 Chemikalien  
Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben von folgenden 
Firmen in p.A.-Qualität bezogen: Biorad, Difco, Fluka, Merck, Roth, Sigma. 
 
2.2 Enzyme, Grössenstandards, Kits, Membranen 
Restriktionsenzyme       MBI Fermentas, 
Amersham, Pharmacia 
Shrimp alkaline phosphatase      Roche 
pfu-DNA-polymerase       Promega 
T4-DNA-Ligase        Roche 
λ-DNA/HindIII Fragmente      Sigma 
Accutase™        Sigma 
EDTA-Tryptase       Sigma 
Heparin        Sigma 
DIG-High Prime       Roche 
CDP-Star        Roche 
Lysozym        Roche 
Proteinase K        Roche 
GeneRulerTM 1kb DNA ladder     MBI Fermentas 
Protein Standard unstained 161-0362    Biorad 
DNA Längenstandards II/III, Digoxigenin-markiert   Roche 
Gene Clean Kit        BIO 101 
QIAquick PCR Purifications Kit      Qiagen GmbH 
Wizard® Plus Midipreps DNA-Purification Systeme  Promega 
Nylon Membran, positiv geladen  Roche 
Immun-Blot™ PVDF Membran     Biorad 
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2.3 Geräte 
Elektroporations-Apparat: GenePulser XcellTM  Biorad 
PCR: Tpersonal   Biometra 
DNA-Sequenzierer: ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer  Applied Biosystems 
DNA Elektrophorese-Apparat: (Wide) Mini-Sub® Cell GT  Biorad 
SDS-PAGE-Apparat: Mini Protean II system / Criterion  Biorad 
Blot-Apparat: Mini Trans Blot®   Biorad 
DNA Blotting Apparatur   Biometra 
Hybridisierungsofen   Biometra 
Photometer: GeneQuantTM pro RNA/DNA calculator  Amersham Biosciences 
Zentrifugen:  Biofuge pico  Heraeus 
  Biofuge fresco  Heraeus 
  Multifuge 4KR  Sorvall Heraeus 
  RC24 (Rotor SS-34)  Sorvall 
Sterilbank    Skan 
Pipetten:    Eppendorf, Socorex 
Rollflaschen-System   Corning 
CO2 Inkubatoren   Heraeus 
UV-Stratalinker 2400   Stratagene 
2.4 Nährmedien 
2.4.1 Nährmedien für Bakterienkulturen 
Alle Medien für Flüssigkulturen (Bakterien) wurden bei 120ºC 20 min autoklaviert und 
nach dem Abkühlen der Lösungen auf 40ºC-50ºC wurden die entsprechenden Zusätze 
zugesetzt. 
 
LB-Medium:      0,5% (w/v) Hefe-Extrakt 
    1% (w/v) Bacto-Trypton 
    1% (w/v) NaCl; 
 
LB Agarplatten:    LB-Medium 
      1,5% (w/v) Bacto-Agar 
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Middlebrook 7H9:     0,47% (w/v) Middlebrook,  
    0,2% (v/v) Glycerol  
      0,05% (v/v) Tween 
      Middlebrook OADC Anreicherung (BBL) 
 
Middlebrook 7H10:    Middlebrook 7H10 Agar  
      0,4% (v/v) Glycerol  
      Middlebrook OADC Anreicherung (BBL) 
2.4.2 Nährmedien für Zellkultur 
DMEM + FCS:    90% DMEM 
      10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS 
 
DMEM + FCS + P/S:    89% DMEM (Gibco) 
      10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS 
      1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 
 
BMDM-Medium:    79% DMEM (Gibco) 
      10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS 
      10% (v/v) LCCM 
      1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 
 
LCCM:  50% LCCM 1 (Kulturmedium von L-929, 
1. Woche) 
  50% LCCM 2 (Kulturmedium von L-929, 
2. Woche) 
 
Gefrierzell-Medium:    70% DMEM 
      20% hitzeinaktiviertes FCS 
      10% DMSO 
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2.5 Zusätze für Nährmedien und Agarplatten 
 Ampicillin  100 µg/ml in H2O 
 Chloramphenicol  10 µg/ml in Ethanol 
 Kanamycin  50 µg/ml in H2O 
 Hygromycin  50 µg/ml in H2O 
 Streptomycin  100 µg/ml in H2O 
 IPTG  100 mM in H2O 
 FCS  10% (v/v) 
 Penicillin/Streptomycin  1% (v/v) 
 LCCM  10% (v/v) 
2.6 Puffer und Lösungen 
10x TE-Puffer 
 100 mM Tris/HCl pH 7,5 
 10 mM EDTA pH 7,5 
 
EB-Puffer 
 10 mM Tris/HCl pH 8,5 
 
PBS, pH 7,4 
 220 mM NaCl 
 150 mM Na2HPO4 
 130 mM KH2PO4 
 
SDS 
 10% SDS (w/v) 
 
50 x TAE 
 2 M Tris 
 57,1 ml Essigsäure 
 10% 0,5 M EDTA, pH 8 (v/v) 
 
DNA-Probenpuffer mit RNAse 
 Stock: 10 mg/ml  10 min aufkochen 
 Für den Probenpuffer:  20 µg/ml 
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DNA-Probenpuffer 
 15% Ficoll Typ400 
 0,25% Bromphenolblau/Xylenecyanol 
2.6.1 Puffer für Mini-Präparation 
Puffer I  
 Tris/HCl, pH 7,5 25 mM 
 EDTA pH 8,0 10 mM 
 Glukose   50 mM 
 
Puffer II  
 NaOH  0,2 N 
 SDS  1% 
 
Puffer III  
 Natriumacetat pH 4,8 3 M 
2.6.2 Southern Blot–Lösungen 
 
HCl-Lösung: 0,25 M HCl 
Denaturierungslösung: 1,5 M NaCl 
  0,5 M NaOH 
Neutralisierungslösung pH 7,5: 0,5 M Tris Base 
  3 M NaCl 
20x SSC pH 7,0: 3 M NaCl 
  0,3 M Natrium-Citrat 
2x SSC:  10% 20xSSC (v/v) 
2x SSC/0,1% SDS: 10% 20xSSC (v/v) 
  0,1% SDS (v/v) 
0,1x SSC/0,1 % SDS: 0,5% 20xSSC (v/v) 
Waschpuffer: 0,1 M Maleinsäure 
  0,15 M NaCl 
  0,3% (v/v) Tween 20 
Maleinsäurepuffer pH 7,5: 0,1 M Maleinsäure 
  0,15 M NaCl 
Detektionspuffer pH 9,5: 0,1 M NaCl 
  2 M Tris Base 
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Hybridisierungslösung: 0,05 M SDS 
  50% Formamid (v/v) 
  25% 20x SSC (v/v) 
  5% 1 M NaPO4 pH 7,0 (v/v) 
  0,003 M N-lauroylsarcosine 
  20% (v/v) 10x Blockinglösung  
10x Blockinglösung: 10% (w/v) Blockinglösung in Maleinsäurepuffer 
 
Blockingreagenz: 10% (v/v) Blockinglösung 
  90% (v/v) Maleinsäurepuffer 
 
Stripping-Puffer 
 0,2 M NaOH 
 0,1% (v/v)SDS  
 
Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0 Southern Blot 
 39% Lösung A; 1 M NaH2PO4 
 61% Lösung B; 1 M Na2HPO4 
 
2.6.3 Western Blot-Lösungen 
Laufpuffer:  250 mM Tris Base 
  1% SDS (v/v) 
  14,4% Glycerin (v/v) 
10 x TBS pH 7,5 : 0,5 M Tris Base 
  1,5 M NaCl 
1 x TBST:  10% TBS (v/v) mit 0,05 % Tween20 
Blocking-Lösung:  4% Magermilch in TBST 
 
Natriumphosphatpuffer für Proteine 
 10 mM NaH2PO4 
 10% SDS (v/v) 
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2.7 DNA-Sonden 
Tabelle 2-1 Übersicht der verwendeten DNA-Sonden 
DNA-Sonde Generierung Bindestelle 
   
Rv1264-Sonde Restriktion von pBS-Rv1264 mit BamHI; 
Fragment: 0,6 kb  
5´Ende Rv1264 
Deletions-Sonde Rv1264 Restriktion von pBS-Rv1264 mit SnaBI/Bsu36I, 
Fragment: 0,9 kb 
Rv1264 
cya-Sonde Restriktion von pBacyA-rpsL mit NcoI; 
Fragment: 2,1 kb 
3´Ende cya 
Deletions-Sonde cya Restriktion von pBacyA-rpsL mit EspI;  
Fragment: 0,6 kb 
cya 
hbhA-Sonde Restriktion von pBS-hbhA mit BamHI; 
Fragment: 1 kb 
5´Ende hbhA 
Hygromycin-Sonde Restriktion von pIJ963 mit BglII; Fragment: 1,8 kb  hyg-Kassette 
Kanamycin-Sonde Restriktion von pUC4K mit EcoRI; Fragment: 1,2 kb aph-Kassette 
 
2.8 Antikörper 
Tabelle 2-2 Übersicht der verwendeten Antikörper 
Antikörper Spenderorganismus Verdünnung Hersteller/Quelle 
    
Anti-HA (Klon 12CA5)-HRP Maus 1:300 Roche 
Anti-Digoxigenin-AP Schaf 1:100 Roche 
Anti-HbhA Kaninchen 1:2000 (Pethe et al., 2001b) 
Anti-Maus-HRP Ziege 1:10.000 Biorad 
Anti-Kanichem-HRP Ziege 1:10.000 Biorad 
 
2.9 Oligonukleotide 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Microsynth aus Balgach/Schweiz synthetisiert. 
 
Berechnung der Schmelztemperatur (Tm): 
Tm = 69,3ºC + 0,41 * (G + C)% – 650/nt 
Berechnung der Anlagerungstemperatur (Ta): 
Ta = (Tm + Tm2)/2-3ºC 
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2.9.1 Oligonukleotide für die PCR 
Tabelle 2-3 Übersicht der verwendeten PCR-Primer 
Nummer Bezeichnung Sequenz 5’→ 3’ Bindestelle 
I 19kDaProfrwHpaEco GGG TTA ACG AAT TCT ACA TTG 
CCA CTA CTA CGG TGC 
19kD Fragment 
II 19kDaProatpHArev  CTT TTC GGC AGT GGT AGT CAC 
CCT GTG CTC CTT TGC 
19kD Fragment 
III 19kDaProatpHAfrw GCA AA GAG CAC AGG GTG ACT 
ACC ACT GCC GAA AAG ACC 
19kD Fragment 
IV ProatpHArevHpaEco CCG TTA ACG AAT TCT CAG GCG 
TAG TCG GGG ACG TCG TAC AGC 
TTG GCG CCG AGA CTC 
atpD Fragement 
V 19kDaProHAatprev GGC GTA GTC GGG GAC GTC GTA 
CAC CCT GTG CTC CTT TGC 
19kD Fragment 
VI 19kDaProHAatpfrw GTG TAC GAC GTC CCC GAC TAC 
GCC ACT ACC ACT GCC GAA AAG 
ACC 
19kD Fragment 
VII ProHAatprevHpaEco CCG TTA ACG AAT TCT CAC AGC 
TTG GCG CCG AGA CTC TC 
atpD Fragement 
VIII fbpBProfrwHpaEco GGG TTA ACG AAT TCA ACC TCC 
GAT GCC CTC AGC 
fbpB85 
Fragement 
IX fbpBProatpHArev CGG TCT TTT CGG CAG TGG TAG 
TCA TAC TTG TGC CCC TTT GTC C 
fbpB85 
Fragement 
X fbpBProatpHAfrw GGA CAA AGG GGC ACA AGT ATG 
ACT ACC ACT GCC GAA AAG ACC G 
fbpB85 
Fragement 
XI fbpBProHAatprev  GGC GTA GTC GGG GAC GTC GTA 
CAT ACT TGT GCC CCT TTG TCC 
fbpB85 
Fragement 
XII fbpBProHAatpfrw ATG TAC GAC GTC CCC GAC TAC 
GCC ACT ACC ACT GCC GAA AAG 
ACC 
fbpB85 
Fragement 
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2.9.2 Oligonukleotide für Sequenzierungen 
Tabelle 2-4 Übersicht der verwendeten Sequenzier-Primer 
Nummer Bezeichnung Sequenz 5’→ 3’ Bindestelle 
A atpDforw0 ATG ACT ACC ACT GCC AAA AG atpD Fragment 
B atpDrev0 CTT TTC GGC AGT GGT AGT CAT atpD Fragment 
C atpDforw1 GTT TCC TCG CGG TTC CAT C atpD Fragment 
D atpDforw2 CTG GGA GAT TGC CTG GAC atpD Fragment 
E atpDforw3 GTA CGT CGG TGT TCG CCG atpD Fragment 
F atpDforw4 GTT CAC CCA GGC TGG GTC atpD Fragment 
G atpDforw5 CTC CAA GGG CAT CTT CCC atpD Fragment 
I atpDforw6 GAA CAG TTC ACC GGC CAG atpD Fragment 
J T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG pMCS5-Vektor-Primer 
K T122 GTT TTC CCA GTC ACG ACG pMCS5-Vektor-Primer 
L T7-Promotor TAA TAC GAC TCA CTA pBuescript T7-Promotor 
M T3-Promotor ATT ACC CCT CAC TAA AG pBuescript T3-Promotor 
N #83 reverse GTT TCC CGT TGA ATA TGG CTC aph Fragment 
P SP6-Promotor ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA pGEMT-easy SP6-
Promotor 
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2.10 Bakterienstämme 
Die Kultivierung von M. tuberculosis Stämmen unmittelbar vor den Versuchen erfolgte in 
einem Rollflaschen System (Corning) bei 37°C und 2 rpm. Ansonsten wurden die 
Mykobakterien in Zellkulturflaschen bei 37°C gezüchtet.  
 
Tabelle 2-5 Übersicht der verwendeten Bakterienstämme 
Stamm Eigenschaften Quelle 
   
E. coli DH5α Wirtsstamm für die Konstruktion 
von rekombinanten Plasmiden; 
lacZ-negativ 
MBI Fermantas 
E. coli, BL21-CodonPlus®(DE3)-RP E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB-) 
dcm+ Tet r gal λ (DE3) endA 
Hte[argU proL Camr] 
Stratagene 
M. bovis BCG # 1721 SmR (RpsL, 42 
Lys→Arg) 
(Sander et al., 
unpubliziert) 
   
M. tuberculosis # 1424 SmR (RpsL, 42 
Lys→Arg) Derivat von H37Rv 
(ATCC) 
(Raynaud et al., 
2002) 
   
M. tuberculosis  Knockout Stämme Rv1264   
   
M. tuberculosis Rv1264 sco M. tuberculosis H37Rv mit 
Rv1264∆::hyg und Rv1264  
diese Arbeit 
M. tuberculosis Rv1264∆ M. tuberculosis H37Rv mit 
Rv1264∆::hyg  
diese Arbeit 
M. tuberculosis Rv1264∆ 
Komplementation 
M. tuberculosis H37Rv mit 
Rv1264∆::hyg und Rv1264  
diese Arbeit 
   
M. tuberculosis Knockout Stämme cya   
   
M. tuberculosis cya sco M. tuberculosis H37Rv mit 
cya∆::aph und Rv1625c  
diese Arbeit 
M. tuberculosis cya∆ M. tuberculosis H37Rv mit 
cya∆::aph  
diese Arbeit 
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M. tuberculosis Knockout Stämme Rv1264/cya   
   
M. tuberculosis Rv1264∆/cya sco M. tuberculosis H37Rv mit 
Rv1264∆::hyg, cya∆::aph und 
Rv1625c  
diese Arbeit 
M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆  M. tuberculosis H37Rv mit 
Rv1264∆::hyg/cya::aph  
diese Arbeit 
   
M. tuberculosis Knockout Stämme hbhA   
   
M. tuberculosis hbhA sco M. tuberculosis H37Rv mit 
hbhA::aph Gen und hbhA  
diese Arbeit 
M. tuberculosis hbhA∆ M. tuberculosis H37Rv mit 
hbhA::aph  
diese Arbeit 
M. tuberculosis hbhA∆ Komplementation M. tuberculosis H37Rv mit 
hbhA::aph und hbhA  
diese Arbeit 
   
M. tuberculosis Knockout Stamm atpD   
   
M. tuberculosis atpD sco M. tuberculosis H37Rv mit 
atpD::aph und atpD  
diese Arbeit 
 
2.11 Plasmide 
Tabelle 2-6 Übersicht der verwendeten bakteriellen Plasmide 
Bezeichnung Vektor Eigenschaft Insert Quelle 
     
pBluescript KSII+ Klonierungsvektor AmpR,  Stratagene 
pUC4K Klonierungsvektor AmpR, AphR  LKB 
Pharmacia 
pIJ963 Klonierungsvektor AphR, HygR  (Lydiate et 
al., 1989) 
pMV361-hyg mykobakerieller, 
intergrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, HygR  (Sander et 
al., 1997) 
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ptrpA-1-rpsL Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, SmS  (Sander et 
al., 2001) 
pOLYG mykobakerieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor 
HygR  (Garbe et 
al., 1994) 
pGEMT-easy AT-
Klonierungsvektor 
AmpR  Promega 
pET-15b Expressionsvektor AmpR  Novagen 
pMCS5 Klonierungsvektor AmpR  MoBiTec 
     
     
BAC Klone     
     
BAC-Rv230 pBeloBAC11 ChlR Genombereich 
M. tuberculosis 
H37Rv (Positionen: 
1.336.764 bis 
1.411.979 bp) 
(Brosch et 
al., 1998) 
BAC-Rv407 pBeloBAC11 ChlR Genombereich 
M. tuberculosis 
H37Rv (Positionen: 
1.411.979 bis 
1.464.436 bp) 
(Brosch et 
al., 1998) 
BAC-Rv417 pBeloBAC11 ChlR Genombereich 
M. tuberculosis 
H37Rv (Positionen: 
1.755.770 bis 
1.830.362 bp) 
(Brosch et 
al., 1998) 
BAC-Rv265 pBeloBAC11 ChlR Genombereich 
M. tuberculosis 
H37Rv (Positionen: 
513.402 bis 
599.515 bp) 
(Brosch et 
al., 1998) 
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Deletion und Komplementation von M. tuberculosis Rv1264     
     
pBS+Rv1264_upstream Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.409.425 bis 
1.411.982 bp) 
diese Arbeit 
pBS+Rv1264_downstream Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.411.982 bis 
1.416.123 bp) 
diese Arbeit 
pBS+Rv1264 Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.409.425 bis 
1.416.123 bp)  
diese Arbeit 
ptrpA-1-rpsL+Rv1264∆ Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
SmS 
Deletion in Rv 1264 in 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.412.092 bis 
1.412.979 bp) 
diese Arbeit 
ptrpA-1-
rpsL+Rv1264∆::hyg 
Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
HygR, SmS 
Deletion in Rv 1264 
mit HygR Insertion 
(1.411.906 bp) in 
M. tuberculosis H37Rv  
diese Arbeit 
     
Deletion von M. tuberculosis cya     
     
pBacyA-rpsL Suizid-Vektor 
auf Basis des 
pBluescript 
KSII+ 
AmpR, 
SmS 
Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.826.614 [Stopp] bis 
1.827945 bp [start]) 
diese Arbeit 
     
pBacyA::aph-rpsL Suizid-Vektor 
auf Basis des 
pBluescript 
KSII+ 
AmpR, 
SmS AphR 
Deletion in Rv 1625c 
(1.826.753 bis 
1.827.375 bp) mit 
AphR Insertion in 
M. tuberculosis H37Rv  
diese Arbeit 
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Deletion und Komplementation von M. tuberculosis hbhA     
     
pBluescript-hbhA Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(560.775 bis 
568.979 bp) 
diese Arbeit 
pBluescript-hbhA::aph Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
AphR 
Deletion in hbhA 
(565.917 bis 
566.105 bp) mit 
AphR Insertion in 
M. tuberculosis H37Rv  
diese Arbeit 
ptrpA-1-rpsL-hbhA::aph Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
SmS, 
AphR 
Deletion in hbhA 
(565.917 bis 
566.105 bp) mit 
AphR Insertion in 
M. tuberculosis H37Rv 
(564.560 bis 
568.979 bp) 
diese Arbeit 
pOLYG-hbhA mycobakerieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor  
HygR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(565.506 bis 
566.441 bp) 
diese Arbeit 
     
Deletion von M. tuberculosis atpD     
     
pBluescript-atpD Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR Genombereich 
M. tuberculosis H37Rv 
(1.463.630 bis 
1.469.671 bp) 
diese Arbeit 
pBluescript-atpD::hyg Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
HygR 
HygR Insertion in 
M. tuberculosis H37Rv 
atpD 
diese Arbeit 
ptrpA-1-rpsL-atpD::hyg Suizid-Vektor auf 
Basis des 
pBluescript KSII+ 
AmpR, 
HygR 
HygR Insertion in 
M. tuberculosis H37Rv 
atpD 
diese Arbeit 
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Expression von atpD     
     
pMCS5-atpD-Ak Klonierungsvektor AmpR atpD-Gen diese Arbeit 
pMCS5-P19kDa-atpD-HA Klonierungsvektor AmpR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMCS5-P19kDa-HA-atpD Klonierungsvektor AmpR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMCS5-PfbpB85-atpD-HA Klonierungsvektor AmpR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMCS5-PfbpB85-HA-atpD Klonierungsvektor AmpR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361-hyg-P19kDa-atpD-HA mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361-hyg-P19kDa-HA-atpD mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361-hyg-PfbpB85-atpD-HA mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361-hyg-PfbpB85-HA-atpD mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361∆int-hyg-P19kDa-atpD-
HA 
mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361∆int-hyg-P19kDa-HA-
atpD 
mykobakterieller, 
integrativer Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-atpD-
HA 
mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-HA-
atpD 
mykobakterieller, 
integrativer 
Shuttle-Vektor 
AphR, 
HygR 
atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pOLYG-P19kDa-atpD-HA mykobakterieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor 
HygR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
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pOLYG-P19kDa-HA-atpD mykobakterieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor  
HygR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pOLYG-PfbpB85-atpD-HA mykobakterieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor  
HygR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
pOLYG-PfbpB85-HA-atpD mykobakterieller, 
replikativer 
Shuttle-Vektor  
HygR atpD 
Fusionskonstrukt 
diese Arbeit 
 
2.12 Zelllinien und primäre Zellen 
Tabelle 2-7 Übersicht der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Zelltyp 
  
J-774 murine Monozyten-Makrophagen 
A-549 humane Lungenepithelkarzinomzellen 
L-929 murine Bindegewebsfibroblasten 
 
 
Tabelle 2-8 Primäre Zellen 
Primäre Zellen Spenderorganismus-Maus 
  
BMDM C57BL/6J (♀) 
 
2.13 Mausstämme 
Tabelle 2-9 Mausstämme 
Stamm Zucht 
  
C57BL/6 (♀) Inzuchtstamm (J) 150 
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3 Methoden 
Alle Arbeiten mit M. tuberculosis erfolgten in einem Sicherheitslabor der Stufe 3. 
 
3.1 Mikrobiologische Methoden 
3.1.1 Kultivierung von E. coli 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Medium für 14-20 h bei 200 rpm (37°C) in 
Erlenmeyer-Kolben oder auf LB-Agarplatten für 14-20 h (37°C). Zu den Selektiv-Medien 
wurden gegebenenfalls 100 µg/ml Ampicillin, 50 µg/ml Kanamycin oder 50 µg/ml 
Hygromycin zugesetzt. Alle Bakterienstämme wurden bei -80°C in LB-Medium mit einer 
finalen Glycerolkonzentration von 15% gelagert. 
3.1.2 Kultivierung von M. tuberculosis 
Die Kultivierung von M. tuberculosis erfolgte in Middlebrook 7H9 OADC-Medium bei 37°C 
in liegenden Zellkulturflaschen oder in einem Zellroller System bei 37°C und 2 rpm. Für 
die 4-wöchige Anzucht auf Platten (37°C) wurde ein Middlebrook-Medium 7H10 OADC 
verwendet. Die Medien für transformierte Mykobakterien enthielten Antibiotika, 50 µg/ml 
Kanamycin bzw. 50 µg/ml Hygromycin. Alle Bakterienstämme wurden bei -80°C in 7H9-
Medium mit 10%igem Glycerol, oder in 0,9% NaCl gelagert. 
3.1.3 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation 
3.1.3.1 Calciumchlorid-kompetente E. coli DH5α 
49 ml LB-Medium wurden mit 1 ml Übernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 
0,52 bis 0,69 im Schüttler bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde 10 min bei 4.400 rpm (4°C) 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschliessend in 12,5 ml kalter, steriler 0,1 M CaCl2-
Lösung gewaschen. Nach der Zentrifugation (10 min bei 4.400 rpm, 4°C) wurden die 
Zellen in 1,25 ml kalter, steriler 0,1 M CaCl2-Lösung aufgenommen und für mindestes 1 h 
auf Eis inkubiert. Zuletzt wurden die kompetenten Zellen in 520 µl 86%igem Glycerol 
resuspendiert, in Eppendorf-Reaktionsgefäße zu je 200 µl aliquotiert und bei -80°C bis 
zum Gebrauch gelagert. 
Für die Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen mit DNA gemischt und 
30-45 min auf Eis inkubiert. Anschliessend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C für 90 
Sekunden. Nach Inkubation auf Eis (5 min) wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium 
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resuspendiert und für 1 h bei 200 rpm (37°C) im Schüttler inkubiert. Die Zellen wurden auf 
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
3.1.3.2 Elektrokompetente M. tuberculosis 
M. tuberculosis wurde in Middlebrook 7H9-Medium bis zu einer OD600 von 0,7-1,0 
kultiviert und mit 0,1 Volumen 2 M Glycin induziert. Nach 20-24 h wurden die Zellen für 20 
min bei 4.400 rpm (RT) zentrifugiert und 4x mit 10%igem Glycerol gewaschen. Das 
Zellpellet wurde in 4-8 ml 10%igem Glycerol aufgenommen. 
Für die Transformation wurden 400 µl kompetente Zellen mit 1 µg DNA gemischt, für 
30 min bei RT inkubiert und in 2 mm-Küvetten bei U= 2,5 kV, R= 1 kΩ, C= 25 µF für 15-
25 ms transformiert. Die transformierten Zellen wurden in 4 ml Middlebrook 7H9-Medium 
aufgenommen und für 20-24 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden auf 
antibiotikahaltigen 7H10-Agarplatten über einen Zeitraum von 3-6 Wochen bei 37°C 
inkubiert. 
3.1.3.3 Bestimmung der Zelldichte 
Als Mass für die Zelldichte einer Bakterienkultur diente ihre optische Dichte (OD). Diese 
wurde in einem Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt. Bei einer 
OD = 1 wurde eine geschätzten Zellzahl von ungefähr 109 Zellen pro ml angenommen. 
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3.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1 Amplifizierung von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifizierung von Genabschnitten für 
die anschliessende Fusions-PCR verwendet. Dazu wurde der folgende Ansatz 
angewandt: 
 
   100-300 ng DNA  
   30 pmol Forward-Primer  
   30 pmol Reverse- Primer 
   5 µl   10x Puffer 
   2 mM    dNTP-Mix (10mM) 
   1-2 U     Pfu-Polymerase 
   ad. 50 µl  destilliertes H2O 
 
Die Bedingungen für die PCR wurden nach Angaben des Herstellers (Promega) gewählt. 
Die Annealing-Temperatur wurde je nach Schmelztemperatur des Primer-Paares 
verändert. 
 
Standard-PCR-Bedingungen: 
 
1 Zyklus  Initiale Denaturierung: 96°C  5 min 
 
30 Zyklen  Denaturierung:  96°C  20 sek 
   Annealing:   50-60°C 2 min 
   Elongation :   72°C  0,5 kb/min  
 
1 Zyklus  Finale Elongation :  72°C  10 min 
 
3.2.2 Fusions-PCR 
Für die Generierung der verschiedenen Fusionskonstrukte wurde eine Fusions-PCR 
durchgeführt. Hierzu wurden zunächst die DNA-Teilfragmente mittels PCR (3.2.1.) 
erzeugt. Die Teilfragmente besitzen komplementäre 3’- bzw. 5’- Enden, die durch Primer 
eingefügt wurden. Die Teilfragmente wurden in 1:1-, 1:2- und 2:1-Verhältnissen, mit den 
endständigen Primern in einem 50 µl-Ansatz (3.2.1.) gemischt. Die annealten (gepaarten) 
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Einzelstränge wurden zu Doppelsträngen aufgefüllt (5 Zyklen) und anschliessend unter 
folgenden PCR-Parametern in ihrer vollen Länge amplifiziert (25 Zyklen): 
 
1 Zyklus   Initiale Denaturierung: 96°C  5 min 
 
5 Zyklen  Denaturierung:  96°C  20 sek 
   Annealing:   55°C  2 min 
   Elongation:   72°C  0,5 kb/min 
 
25 Zyklen  Denaturierung:  96°C  20 sek 
   Annealing:   60°C  2 min 
   Elongation:   72°C  0,5 kb/ min 
 
1 Zyklus   Finale Elongation:  72°C  10 min 
 
3.2.3 Methoden der Plasmid-DNA-Isolierung 
3.2.3.1 Plasmid-DNA-Isolierung im kleinen Massstab  
Aus 5 ml einer LB-Übernachtkultur mit dem entsprechenden Antibiotikum wurden 1,5 ml 
5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 µl Puffer 1 resuspendiert und 
mit 150 µl Puffer 2 für maximal 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 150 µl Puffer 3 
wurde die Lösung für 10 min auf Eis inkubiert und anschliessend 15 min bei 13.000 rpm 
(4°C) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und mit 0,7 Vol. 100% Isopropanol 
präzipitiert, für 5 min auf Eis inkubiert und 15 min bei 13.000 rpm (4°C) zentrifugiert. Das 
Pellet wurde mit 500 µl 70%igem, kaltem Ethanol gewaschen, 10 min bei 13.000 rpm 
zentrifugiert, luftgetrocknet und in 30-50 µl EB-Puffer gelöst. Die Plasmid-DNA wurde bei 
-20°C gelagert. 
3.2.3.2 Plasmid-DNA-Isolierung im mittleren Massstab nach Promega  
Ausgehend von einer 100 ml Übernachtkultur in LB wurde die Bakteriensuspension 
15 min bei 4.400 rpm (4°C) zentrifugiert. Die Gewinnung der Plasmid-DNA im mittleren 
Massstab wurde unter Verwendung des Wizard® Plus Midipreps DNA Purification 
System, Promega durchgeführt. Für nähere Informationen siehe Promega-Handbuch 
09/02. 
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3.2.4 Isolierung genomischer DNA aus Mykobakterien 
Für die Isolierung genomischer DNA aus Mykobakterien wurden Bakterien einer 
bewachsenen Agarplatte verwendet. Dazu wurde ein Teil der Bakterien von der Platte 
abgekratzt und in 340 µl TE-Puffer resuspendiert. Anschliessend erfolgte die 
Hitzeinaktivierung der Bakterien für 20 min bei 80°C. Danach wurden 4 µl 10% Tween 
und 0,8 mg Lysozym zu den Bakterien gegeben. Nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C 
unter leichtem schütteln wurden 20 µl 20% SDS und 20 µl Proteinase K (2 mg/ml) 
dazugegeben und für 1 h bei 50°C bei leichtem schütteln inkubiert. Anschliessend wurde 
1 Vol. eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) Gemisches zu den lysierten 
Bakterien gegeben und geschüttelt. Das Ausschütteln des Gemisches erfolgte für 
mindestens 1h bei RT in einem Thermomixer mit einer Geschwindigkeit von 1400 rpm. 
Nach dem Ausschütteln wurde für 30 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und die obere 
wässrige Phase abgenommen. Die Präzipitiation der genomischen DNA erfolgte durch 
Zugabe von 1/50 Vol. 5 M NaCl und 2,5 Vol. 100% Ethanol und anschliessender 
Inkubation über Nacht bei -20°C. Nach der Präzipitation wurde bei 4°C und 13.000 rpm 
zentrifugiert und das DNA-Pellet mit 70%igen kalten Ethanol gewaschen. Nach dem 
Trocknen des DNA-Pellets wurde dies in einem entsprechenden Volumen EB-Puffer 
gelöst. 
3.2.5 Ethanolpräzipitation von DNA 
Die Reinigung bzw. Konzentrierung der Plasmid-DNA und DNA-Fragmente erfolgte mit 
Ethanol. Die DNA-Lösung wurde mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Vol 
kaltem 100%igem Ethanol versetzt und für 1 h bei -80°C gefällt. Die DNA wurde 20 min 
bei 13.000 rpm (4°C) zentrifugiert und anschliessend mit 70%igem Ethanol gewaschen. 
Das Pellet wurde luftgetrocknet und in einer entsprechenden Menge Wasser gelöst. 
3.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Die Konzentration von DNA wurde spektralphotometrisch anhand der Absorption bei 
260 nm bestimmt. Der Reinheitsgrad der Präparation wurde durch den Quotienten 
A260/A280, der zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte, ermittelt.  
Für Ligationen wurde die DNA-Konzentration nach Agarosegelelektrophorese abge-
schätzt. 
3.2.7 Restriktion von DNA 
Die für die Restriktion eingesetzte Enzymmenge richtete sich nach der zu spaltenden 
DNA-Menge, wobei laut Definition eine Unit (U) des Enzyms in der Lage ist, bei optimalen 
Puffer- und Temperaturbedingungen 1 µg spezifische DNA in einer Stunde vollständig zu 
 Methoden 
 42
spalten. Um die Enzymaktivität durch das im Enzym-Aufbewahrungspuffer enthaltene 
Glycerin nicht zu beeinflussen, sollte die Enzymmenge 1/10 des Reaktionsvolumens nicht 
überschreiten. Der jeweilige 10x Restriktionspuffer richtete sich nach den verwendeten 
Enzymen und ist einer vom Hersteller mitgelieferten Tabelle zu entnehmen. Bei 
Restriktion mit mehreren Enzymen, die unterschiedliche Restriktionspuffer benötigen, 
empfahl sich die Verwendung eines 10 x Universal Puffers (Stratagene). Der 
Restriktionsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 
 0,5-2 µg DNA 
 10x Puffer 
 Enzyme 
 H2O 
Das Wasser wurde dabei bis zur benötigten Pufferkonzentration aufgefüllt. Üblicherweise 
hatten die Spaltansätze ein Endvolumen von 20 µl und enthielten 0,5-1,0 µg DNA. Die 
Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
1/10 Volumen DNA-Probenpuffer gestoppt, und die entstandenen Fragmente wurden im 
Agarosegel aufgetrennt. Die Länge der Inkubationszeit und die Menge an eingesetztem 
Enzym (in Units) richteten sich nach der Molarität der zu spaltenden DNA. 
3.2.8 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Zu einem Restriktionsansatz wurden 1-2 Units der Shrimp alkalischen Phosphatase (SAP, 
Roche) und 10x Dephosphorylierungs-Puffer gegeben. Der Ansatz wird bei „blunt-ended“ 
DNA-Fragmenten 1 h, sonst 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde bei 75°C für 
10 min die SAP hitzeinaktiviert und gegebenenfalls über den „QIAquick PCR Aufreinigung 
Kit“ von QIAGEN (3.2.13) aufgereinigt. 
3.2.9 Entfernen von Überhängen von linearisierter DNA 
Das Abstumpfen der linearisierten DNA erfolgte mit der T4 DNA-Polymerase. Dazu wurde 
die linearisierte DNA mit 1-2 Units T4 DNA Polymerase, 2 mM dNTPs und 5x T4-
Inkubationspuffer behandelt. Die Inkubation erfolgte für 15 min bei 37°C mit 
anschliessender Inaktivierung der T4 DNA Polymerase bei 75°C für 10 min. Das 
behandelte DNA-Fragment wurde anschliessend über den „QIAquick PCR Aufreinigung 
Kit“ von QIAGEN (3.2.13) aufgereinigt. 
3.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die zu ligierenden DNA-Fragmente sollten in einem molaren Verhältnis von 1:1 bis 1:5 
vorliegen (z.B. 30 fmol Vektor und 150 fmol Insert). Daneben wurden 10x Ligasepuffer 
(z.B. von Fermentas, Endkonzentration 1x Ligasepuffer), 1 µl T4-DNA-Ligase und Wasser 
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bis zum gewünschten Endvolumen zugesetzt. Dabei ist zu beachten, dass dieses 
Volumen möglichst gering ist. Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank inkubiert. Anschließend wurden ca. 10 µl für eine Transformation eingesetzt. 
Der Rest wurde bei -20°C aufbewahrt. 
3.2.11 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 
Lineare DNA-Fragmente von etwa 0,4-20 kb wurden in Agarosegelen aufgetrennt, deren 
Agarosekonzentration je nach Fragmentgröße zwischen 0,3% und mehr als 2% lag. Mit 
einem 1%igen Agarosegel erhält man eine optimale Auftrennung für Moleküle einer 
Größe von 0,5-10 kb. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE eingesetzt. Zur Herstellung eines 
Gels wurde die Agarose im Laufpuffer aufgekocht, bis sie vollständig gelöst war. Nach 
dem Abkühlen auf etwa 50°C wurde die Lösung luftblasenfrei in einen Gelschlitten mit 
eingesetztem Kamm gegossen. Die DNA-Probenen wurden mit 1/6 Volumen 
Probenenpuffer vermischt und die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 
90 V-120 V durchgeführt. Bei einer Elektrophorese über Nacht wurde die Spannung auf 
30 V reguliert. Die Blaufront des Probenpuffers (Xylenxyanol/Bromphenolblau) läuft auf 
einer Höhe von ca. 3 kb und 500 bp. Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung 
wurde eine Färbung mit Ethidiumbromid durchgeführt, um die DNA durch UV-Bestrahlung 
sichtbar zu machen und photographisch zu dokumentieren. 
3.2.12 Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel 
Zur Extraktion der DNA aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraktion Kit von 
QIAGEN bzw. der „Gene Clean Kit“ BIO 101 Systems, Q BIOgene verwendet. Für nähere 
Informationen siehe QIAGEN-Handbuch, Gel Extraktion Kit 1996-2002 bzw. 
Q BIOgene #1001-999-1G05. Nach der Extraktion wurden Ausbeute und Sauberkeit des 
Fragments durch Agarosegelelektrophorese bestimmt.  
3.2.13 Aufreinigung von PCR-Produkten 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das „QIAquick PCR Aufreinigung Kit“ von 
QIAGEN verwendet. Für nähere Informationen siehe QIAGEN-Handbuch, QIAquick PCR 
Aufreinigungs Kit 1996-2002. 
3.2.14 Sequenzierung von DNA 
Für Sequenzierungen wurde das ABI Dye Terminator Cycle Sequencing Kit nach 
Angaben des Herstellers verwendet. Die Menge an Template-DNA betrug bei Plasmiden 
500-1000 ng und bei PCR-Produkten 10 ng pro 50 bp. Die Sonden der Sequenzier-PCR 
wurden über PERFORMA® DTR Gel Filtration Säulen gereinigt (Protokoll siehe 
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Hersteller). Die anschliessende Sequenzierung wurde in einem ABI Prism 310 
Sequenzierer (Applied Biosystems) durchgeführt und mit der Software ABI Prism 10 
(Version 3.4.1.) analysiert.  
3.2.15 Southern Blot  
3.2.15.1 Herstellung von DNA-Sonden 
Die nichtradioaktive Markierung der durch PCR oder Restriktionsverdau gewonnenen 
DNA wurde mit DIG-High Prime nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die 
Markierung der DNA erfolgte mit Digoxigenin-11-dUTP. Nähere Angaben sind dem 
mitgelieferten Protokoll zu entnehmen, 1 585 06, Roche. 
3.2.15.2 Southern Blot Analyse 
Für die Southern Blot Analyse der über Nacht gespaltenen genomischen DNA (~0.5–
1 µg) wurde diese in einem 1,2% Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde dann je 15 min 
bei RT in der HCl, Denaturierungs- und Neutralisierungslösung inkubiert. Anschiessend 
erfolgten eine Äquilibierung des Agarosegels in 2 x SSC für 30 min bei RT und der DNA-
Transfer auf eine Nylonmembran mittels einer Vakuum-Blottingapparatur für 90 min bei 
500 – 600 mbar. Dabei wurde das Agarosegel mit 20 x SSC überschichtet und mit 2 x 
SSC umspült. Die Bindung der DNA an die Nylonmembran erfolgte durch UV-Vernetzung 
(Stratalinker). Die Nylonmembran wurde dann für 1 h bei 42°C mit der 
Hybridisierungslösung präinkubiert und über Nacht mit einer DNA-Sonde in 
Hybridisierungslösung inkubiert.  
Für die Detektion wurde die hybridisierte Membran 2 x 5 min bei 42°C mit 2 x 
SSC/0.1%SDS und 2 x 15 min bei 68°C mit vorgewärmten 0,1 x SSC/0,1%SDS 
gewaschen. Nach kurzer Äquilibrierung im Waschpuffer wurde die Membran für 30 min 
bei RT mit Blockingreagenz abgesättigt und mit Anti-Digoxigenin-AP Antikörper in 
Blockingreagenz für weitere 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die 
Membran 2 x 15 min bei RT mit Waschpuffer gewaschen und für 3 min bei RT im 
Detektionspuffer äquilibriert. Für die Detektion wurde CDP-Star verwendet und für die 
Entwicklung des exponierten Filmes eine Fotoentwicklungsmaschine der Firma Kodak 
eingesetzt. 
3.2.15.3 Strippen von Southern Blots 
Die Digoxigenin-11-dUTP Sonde ist alkali-labil und kann daher effizient von DNA-Sonden 
entfernt werden, eine Rehybridisierung einer Membran ist so möglich. 
 
 Methoden 
 45
Die Membran wurde zunächst in reichlich Wasser gespült und anschliessend 2 x 15 min 
bei RT mit Stripping-Puffer gewaschen. Die Membran wurde dann für 5 min bei RT mit 2 x 
SSC gespült, bevor sie erneut mit einer DNA-Sonde hybridisiert wurde. 
3.2.16 Inaktivierung von M. tuberculosis Genen 
Für die Inaktivierung der zu untersuchenden Gene von M. tuberculosis wurde die 
Methode der Homologen Rekombination gewählt. Dabei wurde rpsL+ als negativ 
dominanter Selektionsmarker verwendet (Sander et al., 2001) und ein Suizidvektor 
konstruiert, welcher das zu zerstörende Gen und dessen flankierende Regionen enthielt. 
3.2.16.1 Inaktivierung von Rv1264 
Das Gen Rv1264 [1.411.894 bis 1.413.087 bp; http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/] von 
M. tuberculosis und dessen flankierenden Regionen [1.409.423 bis 1.416.125 bp] wurden 
in zwei Schritten durch Restriktion der BAC Klone 230 und 407 gewonnen. Die upstream 
Region wurde aus BAC 230 mit HindIII [1.411.982] sowie PstI [1.409.425] isoliert, die 
downstream Regionen aus BAC 407 mit HindIII [1.411.982/1.416.123]. Beide Fragmente 
(2.557 bp/4.141 bp) wurden zunächst in den Vektor pBluescript KS II+ (pBS) subkloniert 
(pBS+Rv1264_upstream/pBS+Rv1264_downstream) und anschliessend in pBS+Rv1264 
vereinigt. Die Inaktivierung von Rv1264 wurde durch herausschneiden eines 887 bp 
grossen Genabschnittes [SnaBI/Bsu36I: 1.412.092-1.412.979 bp) erreicht. Das 
entstandene Fragment wurde nun in den Suizidvektor, ptrpA-1-rpsL, durch Restriktion mit 
NcoI [1.409.932/1.414.903 bp] eingebracht, ptrpA-1-rpsL+Rv1264∆ und eine 1,8 kb 
Hygromycin Resistenzkassette wurde für die spätere Selektion in die PmlI [1.411.906] 
Restriktionsstelle eingefügt. Der entstandene Vektor ptrpA-rpsL+Rv1264∆::hyg wurde für 
die Transformation von M. tuberculosis H37Rv verwendet. Die Selektion der 
Transformanden wurde auf 7H10 Hyg und 7H10 Hyg/Sm Agarplatten durchgeführt.  
Für die Komplementation von Rv1264∆ wurde in die HpaI Restriktionsstelle des Vektors 
pMV361-hyg ein 5,0 kb NcoI [1409932/1414903] geschnittenes Fragment aus pBS-
Rv1264 eingefügt. Die Selektion komplementierter Rv1264∆ Knockout-Stämme 
(Rv1264+) erfolgte auf 7H10 Kanamycin Agarplatten.  
 
3.2.16.2 Inaktivierung von cya 
Das Gen Rv1625c (cya) [1.826.616 bis 1.827.945 bp; 
http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/] von M. tuberculosis und dessen flankierenden 
Regionen [1.825.641 bis 1.830.365 bp] wurden durch Restriktion der BAC Klone 417 mit 
ScaI und HindIII gewonnen und in den Vektor pBluescript-rpsL kloniert. Die Inaktivierung 
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von cya wurde durch herausschneiden eines 622 bp grossen Genabschnittes [Esp3I: 
1.826.753-1.827.375 bp] erreicht und eine 1,2 kb Kanamycin Resistenzkassette für die 
spätere Selektion eingefügt. Der entstandene Vektor pBcya::aph-rpsL wurde für die 
Transformation von M. tuberculosis H37Rv verwendet. Die Selektion der Transformanden 
erfolgt auf 7H10 Kan und 7H10 Kan/Sm Agarplatten. 
3.2.16.3 Inaktivierung von Rv1264 und cya 
Für die Generierung eines Adenylatcyclasen-Doppelknockout Rv1264∆/cya∆ wurde der 
bereits generierte M. tuberculosis Knockout Rv1264∆ als Ausgangsstamm verwendet. 
Dieser M. tuberculosis Stamm ist gegen Hygromycin resistent und der für die 
Inaktivierung von cya∆ generierte Suizidvektor trägt eine Kanamycin Resistenz. Der 
vorhandene pBcya::aph-rpsL Vektor konnte für die Transformation von M. tuberculosis 
Knockout Rv1264∆ eingesetzt werden. Die Selektion der erhaltenen Transformanden 
wurde auf 7H10 Kan und 7H10 Kan/Sm Agarplatten durchgeführt. 
3.2.16.4 Inaktivierung von atpD 
Das Gen atpD (Rv1310) [1.465.841 bis 1.467.301 bp; 
http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/] von M. tuberculosis sollte initial durch Homologe 
Rekombination inaktiviert werden.  
Das Gen und dessen flankierenden Regionen [1.463.630 bis 1.469.671 bp] wurden aus 
dem BAC-Klon 128 durch Restriktion mit SacI und NheI gewonnen und in den Vektor 
pBluescript KS II + (ohne PstI, Restriktion XbaI/SacI) zwischenkloniert, pBS-atpD. Die 
Inaktivierung erfolgte durch Insertion einer Hygromycin Resistenzkassette für die spätere 
Gegenselektion in die PstI Schnittstelle des atpD, pBS-atpD::hyg. Anschliessend erfolgte 
die Umklonierung von pBS-atpD::hyg durch Restriktion mit SacI und SpeI in den 
Suizidevektor ptrpA-1-rpsL. Der entstandene Vektor ptrpA-1-rpsL-atpD::hyg wurde für die 
Transformation von M. tuberculosis H37Rv verwendet. Die Selektion der Transformanden 
wurde auf 7H10 Hyg und 7H10 Hyg/Sm Agarplatten durchgeführt und deren Analyse 
erfolgte mit der Southern Blot Methode. 
3.2.16.5 Inaktivierung von hbhA 
Das Gen hbhA (Rv0475) [565.797 bis 566.393 bp; http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/] 
von M. tuberculosis und dessen flankierenden Regionen [560.775 bis 568.979 bp] wurden 
durch Restriktion des BAC Klones 265 mit ScaI und ClaI gewonnen und in den Vektor 
pBluescript SK II kloniert, pBluescript-hbhA. Die Inaktivierung von hbhA wurde durch 
Herausschneiden eines 188 bp grossen Genabschnittes [BsiI/XbaI: 565.917-566.105 bp] 
erreicht und eine 1,2 kb Kanamycin Resistenzkassette für die spätere Selektion eingefügt. 
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Der entstandene Vektor pBluescript-hbhA::aph wurde mit NotI (564.560 bp) und ApaI 
(Schnittstelle im Vektor) erneut geschnitten und in den Vektor ptrpA-1-rpsL kloniert. Der 
erhaltende Suizidvektor ptrpA-1-rpsL-hbhA::aph wurde für die Transformation von 
M. tuberculosis H37Rv verwendet. Die Selektion der erhaltenen Transformanden wurde 
auf 7H10 Kan und 7H10 Kan/Sm Agarplatten durchgeführt. 
Für die Komplementation des hbhA∆ Stammes wurde in die EcoRV Restriktionsstelle des 
pOLYG-Vektors ein 0,9 kb SalI [565.503 bis 5606.437 bp] geschnittenes Fragment aus 
pBluescript-hbhA eingefügt. Die Selektion komplementierter hbhA∆ Knockout Stämme 
erfolgte auf 7H10 Hygromycin Agarplatten.  
3.2.17 Generierung von AtpD-Expressionskonstrukten 
3.2.17.1 Generierung von AtpD-Expressionskonstrukten mit N-terminaler 
Erkennungssequenz 
Die erhaltenen PCR-Teilprodukte sowie die Fusionskonstrukte wurden durch 
Sequenzierung mit den Primern A bis K auf ihre Richtigkeit geprüft. 
 
Die Promotorregion des 19kD-Gens wurde mit den Primern I und V und das Strukturgen 
atpD mit den Primern VI und VII aus genomischer DNA von M. tuberculosis amplifiziert. 
Die beiden erhaltenen Fragmente, P19kD-HA und atpD-Teilfragment, wurden für die 
Fusions-PCR mit den Primern I und VII eingesetzt. Das Fusionskonstrukt P19kD-HA-atpD 
wurde über die HpaI-Restriktionsstelle in den Klonierungsvektor pMCS5 zwischenkloniert. 
Für die Klonierungen in die mykobakteriellen Shuttle-Vektoren wurde das 
Fusionskonstrukt über die HpaI-Restriktionsstelle aus dem Vektor pMCS5-P19kD-HA-atpD 
herausgeschnitten. Die Ligation des replikativen Shuttle-Vektors pOLYG mit dem HpaI-
verdauten Fusionskonstrukt P19kD-HA-atpD erfolgte über die EcoRI-Restriktionsstelle des 
Vektors. Das Fusionskonstrukt P19kD-HA-atpD wurde über die HpaI-Restriktonsstelle in die 
beiden integrativen Shuttle-Vektoren pMV361-hyg und pMV361∆int-hyg kloniert. Die 
entstandenen Plasmide wurden als pOLYG-P19kD-HA-atpD, pMV361 –hyg-P19kD-HA-atpD, 
pMV361∆int-hyg-P19kD-HA-atpD bezeichnet. 
 
Bei der Generierung des Fusionskonstrukts PfbpB85-HA-atpD wurde nach der gleichen 
Strategie wie für das P19kDa-HA-atpD verfahren. Das PfbpB85-HA-Teilfragment wurde durch 
Standard-PCR mit den Primern VIII und XI amplifiziert und das atpD-Teilfragments mit 
den Primer XII und VII. Für die Fusions-PCR wurden die gleichen Bedingungen gewählt. 
Unter Verwendung der Primer VIII und VII wurde das Fusionskonstrukt PfbpB85-HA-atpD 
amplifiziert. Es wurde nach der gleichen Strategie in die mykobakteriellen Shuttle-
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Vektoren pOLYG, pMV361-hyg und pMV361∆int-hyg kloniert wie für P19kDa-HA-atpD 
beschrieben. Die entstandenen Plasmide wurden als pOLYG-PfbpB85-HA-atpD, pMV361-
hyg-PfbpB85-HA-atpD, pMV361∆int-hyg-PfbpB85-HA-atpD bezeichnet. 
3.2.17.2 Generierung von AtpD-Expressionskonstrukten mit C-terminaler 
Erkennungssequenz 
Eine Interferenz der N-terminalen Erkennungssequenz mit der Sekretion von AtpD ist 
nicht auszuschliessen. Daher wurden zu den N-terminalen auch C-terminal markierte 
Expressionskonstrukte kloniert. 
 
Zur Generierung des Fusionskonstrukts P19kDa-atpD-HA wurde diesmal an das atpD-Gen 
eine C-terminale HA-Erkennungssequenz angehängt werden. Dazu wurde das atpD-HA 
in einer Standard-PCR mit Hilfe der Primer III und IV, aus genomischer DNA von 
M. tuberculosis amplifiziert. Die 19kDa-Promotorregion wurde in einer Standard-PCR mit 
den Primern I und II aus genomischer DNA von M. tuberculosis gewonnen. Zur 
Generierung des P19kDa-atpD-HA-Fusionskonstrukts wurden die Teilfragmente P19kDa und 
atpD-HA verwendet. Unter Verwendung der Primer I und IV wurde durch Fusions-PCR 
das Produkt P19kDa-HA-atpD erhalten. Das Fusionskonstrukt P19kD –atpD-HA wurde über 
die HpaI-Restriktionsstelle in den Klonierungsvektor pMCS5 zwischenkloniert. Für die 
Klonierungen in die mykobakteriellen Shuttle-Vektoren wurde das Fusionskonstrukt über 
die HpaI-Restriktionsstelle aus dem Vektor pMCS5-P19kD-HA-atpD herausgeschnitten. Die 
Klonierungen in die mykobakteriellen Shuttle-Vektoren erfolgte wie bereits in 3.2.17.1 
beschrieben. Die erhaltenen Expressionskonstrukte wurden als pOLYG- P19kDa-atpD-HA, 
pMV361-hyg-P19kDa-atpD-HA und pMV361∆int-hyg-P19kDa-atpD-HA bezeichnet.  
 
Bei der Generierung des Fusionskonstrukts PfbpB85-atpD-HA wurde nach der gleichen 
Strategie wie für das P19kDa-atpD-HA verfahren. Das atpD-Teilfragment wurde durch 
Standard-PCR mit den Primern X und IV, die Promotorregion mit den Primern VIII und IX 
amplifiziert. Unter Verwendung der Primern VIII und VII wurde das Fusionskonstrukt 
PfbpB85-HA-atpD bei Standard-Fusions-PCR Bedingungen amplifiziert. Es wurde nach der 
gleichen Strategie in die mykobakteriellen Shuttle-Vektoren kloniert wie für P19kDa-atpD-HA 
beschrieben. Die Expressionskonstrukte wurden als pOLYG-PfbpB85-atpD-HA, pMV361-
hyg-PfbpB85-atpD-HA und pMV361∆int-hyg-PfbpB85-atpD-HA bezeichnet. 
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3.3 Biochemische und immunologische Methoden 
3.3.1 Proteinreinigung 
3.3.1.1 Totalprotein-Extrakte aus Mykobakterien 
Die Bakterien wurden durch Zentrifugation für 15 min bei 4.400 rpm (4°C) bis zu einer 
OD600= 20 konzentriert. Die gewonnenen Mykobakterien wurden in 500 µl PBS 
resuspendiert, 5 min bei 8000 rpm (4°C) zentrifugiert und in 200 µl PBS gelöst. Nach 
Zugabe von 100 µl glas beads wurden die Zellen durch Vortexen 10 min homogenisiert. 
Die Suspension wurde 10 min bei 13.000 rpm (4°C) zentrifugiert und der proteinhaltige 
Überstand bei –20°C gelagert.  
3.3.1.2 Ethanolpräzipitation von Proteinen 
Um die Proteine zu fällen, wurde die Methode der Ethanolpräzipitation gewählt. Dazu 
wurde die Suspension mit kaltem Ethanol (Endkonzentration 95%) versetzt und 2 h bei    
–80°C inkubiert. Die Proteine wurden durch Zentrifugation (10 min bei 13.000 rpm, 4°C) 
pelletiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in entsprechendem Volumen 
Natriumphosphatlösung gelöst. 
3.3.1.3 Totalprotein-Extrakte der überexprimierten His6-Fusionsproteine  
Die mit den Expressionskonstrukten transformierten E. coli BL21-CodonPlus®(DE3)-RP 
wurden mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert und inkubiert. Die Totalprotein-
Extrakte wurden mit SDS-Probenenpuffer (Biorad) gemischt und 5 min auf 96°C erhitzt. 
Für nähere Informationen siehe Handbuch Stratagene, 2002, BL21-CodonPlus® 
Competent Cells, Revision #42005b. 
3.3.2 Horizontale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird verwendet um komplexe 
Proteinuntereinheiten von einander zu trennen oder Proteine für die weitere Verwendung 
zu reinigen. Die Proteine werden dazu in einer diskontinuierlichen, denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die 
Auftrennung der Proteine erfolgt in 8-12%igen Gelen unter Verwendung von horizontalen 
Elektrophoresekammern. Die Proben wurden mit ½ Volumen SDS-Probenpuffer (Biorad) 
gemischt, 5 min bei 95°C denaturiert und zusammen mit dem Proteinmarker auf das Gel 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer bei 60 mA/h. Zur Darstellung der 
aufgetrennten Proteine wurden die Trenngele für 1-2 h in Coomassie-Blau-Lösung 
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(Biorad) gefärbt. Danach wurden die Gele in mehrfach gewechselter Entfärbelösung 
(Biorad) inkubiert, bis die Banden deutlich vom Hintergrund zu unterscheiden waren. Zur 
Aufbewahrung wurde das Gel für 15 min in destilliertem Wasser gewaschen und 
anschliessend getrocknet. 
3.3.3 Immunoblot-Analyse (Western Blot) 
Für den spezifischen Nachweis wurden die Proteine nach Auftrennung in der SDS-PAGE 
mit Hilfe der semidry-Methode auf Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membranen transferiert. 
Nach dem Elektroblotting (30 min, 200-300 mA) wurden die Membranen in Blockpuffer für 
12-14 h bei 4°C inkubiert. Danach wurden die PVDF-Membranen mit spezifisch 
bindenden Antikörpern, in den entsprechenden Verdünnungen bei 4°C inkubiert. Die 
Immundetektion erfolgte mittels einer Peroxidase, die an anti-Maus-Antikörper gebunden 
ist. Bei der anschliessenden Detektion wurde „enhanced Chemiluminescence“ 
(Amersham Biosciences) verwendet und auf einen Film (Kodak) exponiert. 
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3.4 Zellbiologische Methoden 
Die Zelllinien wurden, wenn nicht anders angeben, in Zellkulturflaschen der Firma Fisher 
Scientific bei 37°C in Gegenwart von 5% CO2 kultiviert. Zellkulturplatten von TPP (Fisher 
Scientific) bezogen. Primäre Zellen, BMDM, wurden in Petrischalen der Firma Greiner 
kultiviert. 
3.4.1 Zellzahlbestimmung von eukaryotischen Zellen 
Die Zellzahlbestimmung der eukaryotischen Zellen erfolgte durch auszählen in einer 
Neubauerkammer. 
3.4.2 Kultivierung von Zelllinien  
Die verwendeten Zelllinien J-774 und A-549 wurden in DMEM+FCS und die Zelllinie 
L-929 in DMEM+FCS+P/S kultiviert.  
3.4.2.1 J-774 
Die adhärenten und konfluenten Kulturen wurden zweimal pro Woche geteilt. Dazu wurde 
das Kulturmedium abgezogen und die adhärenten Zellen mit einem Zellschaber vom 
Zellkulturflaschenboden gelöst. Die abgelösten Zellen wurden in DMEM+FCS 
resuspendiert und in einer Menge von ca. 1-2 x 106 in eine neue 75 cm2 Zellkulturflasche 
ausgesät. 
3.4.2.2 A-549 
Die adhärenten und konfluenten Kulturen wurden einmal pro Woche geteilt. Dazu wurde 
das Kulturmedium abgezogen und ca. 3–4 ml einer Trypsin/EDTA Lösung für ca. 5–10 
min zu den adhärenten Zellen gegeben. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 
DMEM+FCS gestoppt und in einer Menge von ca. 1-2 x 106 in eine neue 75 cm2 
Zellkulturflasche ausgesät. 
3.4.2.3 L-929 
Die adhärenten und konfluenten Kulturen wurden einmal pro Woche geteilt. Dazu wurde 
das Kulturmedium abgezogen und 1 ml einer Trypsin/EDTA Lösung für ca. 5 min zu den 
adhärenten Zellen gegeben. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 10 ml 
DMEM+FCS gestoppt und in einer Menge von ca. 1-2 x 106 in eine neue 25 cm2 
Zellkulturflasche ausgesät. 
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3.4.3 Einfrieren von Zellen 
Zellen einer gut bewachsenen 75 cm2 Zellkulturflasche wurden in ein Falcontube 
überführt, für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet wurde anschließend in 
6 ml Gefrierzell-Medium resuspendiert. Aliquots von 1 ml wurden langsam im -80°C 
Gefrierschrank eingefroren, eine längere Lagerung fand in Stickstofftanks statt. 
3.4.4 Auftauen von Zellen 
Aliqouts von 1 ml wurden im 37°C Wärmeschrank aufgetaut, in Eppendorf-
Reaktionsgefässe überführt und für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 
in warmen Kulturmedium (DMEM+FCS) resuspendiert und in 25 cm2 Zellkulturflasche 
ausgesät.  
3.4.5 Herstellung von LCCM 1 und 2 
Zur Herstellung von LCCM wurden 0,28 x 106 L-929 Zellen in 175 cm2 Zellkulturflaschen 
mit 100 ml Kulturmedium (DMEM+FCS+P/S) ausgesät. Die Kulturen wurden für 7 Tage 
inkubiert, während dieser Zeit wurden die Kulturflaschen mehrmals leicht geschwenkt. 
Nach 7 Tagen wurde das gesamte Kulturmedium (LCCM 1) abgenommen und steril 
filtriert. Aliqots von 50 ml wurden bei -20°C gelagert. 
Zu den Zellen wurde anschließend 100 ml neues Kulturmedium (DMEM+FCS+P/S) 
gegeben und erneut für weitere 7 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurde wiederum das 
gesamte Kulturmedium (LCCM 2) abgezogen und steril filtriert. Aliqots von 50 ml wurden 
bei -20°C gelagert. 
3.4.6 Gewinnung von BMDM aus Mäusen 
Die primären Zellen, BMDM, wurden im BMDM-Medium angezogen. 
 
Die BMDM wurden durch Kultivierung von Knochenmarkzellen aus Femur und Coxa von 
C57BL/6 Mäusen gewonnen (Reiling et al., 2001). Dazu wurden Femur und Coxa der mit 
CO2 euthanasierten Mäuse präpariert und mit einer 26G Nadel und Kulturmedium 
(DMEM) durchspült. Die aufgefangenen Zellen wurden in ein neues Falcontube überführt, 
10 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 20 ml BMDM-Medium 
resuspendiert. Je 10 ml der Zellsuspension wurden in eine Petrischale überführt und für 
mindestens 20 h bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Am nächsten Tag (Tag 1) wurde das 
Medium mit den nicht adhärenten Zellen abgenommen, die Petrischalen mit BMDM-
Medium gespült, für 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 30 ml BMDM-
Medium resuspendiert und in drei neue Petrischale überführt. Die Inkubation erfolgte bei 
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37°C, 5% CO2. An Tag 4 erfolgte ein Wechsel des BMDM-Mediums. Die aus-
differenzierten adhärenten BMDM wurden ab Tag 7 für Infektionsversuche eingesetzt.  
Die adhärenten BMDM wurden durch Zugabe von 5 ml Accutase (5 bis 10 min, 37°C und 
5% CO2) vom Boden der Petrischale gelöst, 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert, in einer 
Neubauerkammer ausgezählt und in entsprechender Dichte in Zellkultur Testplatten 
ausgesät. Die Ausbeute an BMDM aus einer C57BL/6 Maus betrug ~ 4-5 x 106.  
3.4.7 In vitro Infektionen  
Für Infektionen von eukaryotischen Zellen wurde diese am Vorabend der Infektion 
geerntet und entsprechend der gewünschten Dichte im Triplikat (pro Stamm) in einer 
24iger Zellkultur Testplatte ausgesät. 
3.4.7.1 Intrazelluläres Überleben von M. tuberculosis 
Für die Bestimmung des intrazellulären Überlebens von M. tuberculosis in eukaryotischen 
Zellen wurden diese infiziert und die Anzahl intrazellulärer Bakterien durch ausplattieren 
der lysierten Wirtszelle bestimmt. Das intrazelluläre Überleben wurde über einen Zeitraum 
von neun Tagen beobachtet und an je 6 Zeitpunkten (0d, 1d, 3d, 4d, 7d, 9d) die Anzahl 
intrazellulärer Bakterien bestimmt.  
Für die CFU-Bestimmung wurden BMDM in einer Dichte von 1 x 105 Zellen/ml verwendet 
und eine MOI von Bakterien/Zelle von 0.5 gewählt (0,1 OD = 1 x 108 Bakterien). Nach 
Zugabe der vorgewärmten Bakteriensuspension (Bakterien in DMEM+FCS) wurden die 
Zellkultur Testplatten anzentrifugiert (5 min, 300 rpm). Die Infektion der eukaryotischen 
Zellen erfolgte für 3 h, 37°C und 5% CO2. Als Kontrolle wurde das hergestellte 
Bakterieninokulum in verschiedenen Verdünnungen (10-1, 10-2, 10-3) auf 7H10 Agarplatten 
ausplattiert.  
Nach der Infektionszeit wurde die Bakteriensuspension entfernt, mit warmen DMEM 
gewaschen und erneut warmes DMEM+FCS zu den infizierten eukaryotischen Zellen 
gegeben.  
Die infizierten eukaryotischen Zellen wurden für neun Tage inkubiert (37°C, 5% CO2) und 
die Lyse (3.4.7.3) der Wirtszelle erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten.  
3.4.7.2 Bestimmung der Phagozytoserate von M. tuberculosis 
Für die Bestimmung der Phagozytoserate wurden J-774 (1 x 105) und BMDM (1 x 105) 
verwendet und eine MOI von Bakterium/Zelle von 10 für J-774 und BMDM gewählt. Als 
Kontrolle wurde das hergestellte Bakterieninokulum in verschiedenen Verdünnungen   
(10-2, 10-3, 10-4) auf 7H10 Agarplatten ausplattiert. Die Infektion wurde wie in 3.4.7.1 
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beschrieben durchgeführt, jedoch erfolgte die Infektion für 1 h mit einer anschliessenden 
Lyse (3.4.7.3) der Wirtszelle.  
3.4.7.3 Lyse der eukaryotischen Zellen  
Für die Lyse der Wirtszellen wurden der Zellkulturüberstand und die adhärenten Zellen 
getrennt behandelt. Nach Überführen des Zellkulturüberstandes in ein 2 ml 
Reaktionsgefäss wurden die adhärenten Zellen mit 1 ml eiskaltem dH2O bedeckt und für 
10 min bei RT inkubiert. Anschliessend wurden je 300 µl 7H9 und 60 µl 1% SDS zu den 
adhärenten Zellen und dem Zellkulturüberstand gegeben, für weitere 10 min bei RT 
inkubiert und je 150 µl 20% BSA hinzugefügt. Die lysierten resuspendierten Zellen aus 
dem Zellkulturüberstand sowie die in ein 2 ml Reaktionsgefäss überführten adhärenten 
Zellen, wurden dann für 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 1 ml 
7H9 vereinigt und in verschiedenen Verdünnungen auf 7H10 Agarplatten ausplattiert. Die 
Inkubation der mit Parafilm verschlossenen 7H10 Agarplatten erfolgte für 3-4 Wochen bei 
37°C. 
3.4.8 In vivo Infektionsexperimente 
Die in vivo Maus-Infektionsexperimente wurden von Kollaborationspartnern am Research 
Center in Borstel, Deutschland, und im Central Institute for Tuberculosis in Moskau, 
Russland, durchgeführt.  
3.4.8.1 Histologie 
Für die histologischen Untersuchungen wurden die Gewebe in 5% Formalin fixiert, in 
Paraffin eingebettet und anschließend 2-5 µm dicke Schnitte angefertigt. Die auf 
Objektträgern fixierten Schnitte wurden entparaffiniert und mit Hämatoxylin und Eosin 
(HE; Sigma) gefärbt. 
3.4.8.2 In vivo Infektionsexperimente: Adenylatcyclasen 
Die Maus-Infektionsexperimente mit den generierten M. tuberculosis Adenylatcyclasen 
Knockout Mutanten wurden im Foschungszentrum Borstel, Borstel, Deutschland, 
durchgeführt. 
Weibliche 6 – 8 Wochen alte SPF C57BL/6 Mäuse wurden unter Sicherheitsbedingungen 
der Stufe 3 mit 100 – 1000 CFU pro M. tuberculosis Stamm für 40 min in einer 
Expositions-Kammern (Glas-Col, Terre-Haut, IN) aerogen infiziert. Nach 24 h wurden die 
Inokula durch CFU Bestimmung in der Lunge von 3 infizierten Mäusen pro Tuberkulose 
Stamm bestätigt. Pro Zeitpunkt wurden 4–5 Mäuse entsprechend der ethischen 
Richtlinien getötet, die Organe entnommen, gewogen und homogenisiert. Zu den 
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gewählten Zeitpunkten wurden verschiedene 10fach Verdünnungen der Homogenate von 
Lungen, Milz und Leber auf 7H10 Agarplatten ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Die 
Ergebnisse wurden als Mittelwert CFU/Organ ± Standardabweichung dargestellt.  
3.4.8.3 In vivo Infektionsexperimente: hbhA∆ 
Die Maus-Infektionsexperimente mit der M. tuberculosis hbhA∆ Knockout Mutante wurden 
im Central Institute for Tuberculosis von Moskau, Russland, durchgeführt. 
 
C57BL/6 Mäuse wurden unter Sicherheitsbedingungen der Stufe 3 intravenös (i.v.) mit 105 
CFU/Maus und intratracheal (i.t.) mit 103 CFU/Maus M. tuberculosis Stämmen der 
logarithmischen Wachstumsphase infiziert. Die Inokula wurden durch CFU Bestimmung 
bestätigt. Pro Zeitpunkt wurden 4 Mäuse entsprechend der ethischen Richtlinien getötet, 
die Organe entnommen, gewogen und homogenisiert. An den gewählten Zeitpunkten 
wurden verschiedene 10fach Verdünnungen der Homogenate des Milz- und 
Lungengewebes auf Dubos Agarplatten ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Die 
Ergebnisse wurden als Mittelwert CFU/Organ ± Standardabweichung dargestellt. Für das 
Langzeitüberleben wurden 5–6 Mäuse pro M .tuberculosis Stamm mit 105 CFU/Maus i.v. 
infiziert. 
3.4.8.4 Bestimmung der in vivo Phagozytoserate von hbhA∆  
C57BL/6 Mäuse wurden vor der Infektion intraperitoneal (i.p.) mit 3% Pepton injiziert. Die 
Pepton-Injektion erfolgte für die Gewinnung neutrophiler Granulozyten 18 h, für die 
Gwennung von Makrophagen 96 h vor der Infektion. Die Infektion wurde mit 108 
Mykobakterien durchgeführt. Die Mäuse wurden 2.5 h nach Infektion getötet und die 
Bauchhöhle von je 3 Mäusen bis zu 3-mal mit PBS ausgespült. Die isolierten Neutrophilen 
Granulozyten und Makrophagen wurden durch Cytospin-Präperation auf die Objektträger 
aufgebracht, getrocknet und anschließend mit 96% Ethanol fixiert. Der Nachweis von 
intrazellulären Mykobakterien erfolgte durch eine Ziehl-Neelsen-Färbung und die 
eukaryotischen Zellen wurden mit Giemsa angefärbt. Die Phagozytoserate wurde 
mikroskopisch, durch auszählen von mindestens 40 Gesichtsfelder, bestimmt.  
3.4.8.5 Bestimmung der in vitro Phagozytoserate von hbhA∆  
Die Lungenmakrophagen wurden wie in (Majorov et al., 2003) beschieben isoliert. Dazu 
wurden Einzelzellen der Lunge durch enzymatische Spaltung gewonnen (Lyadova et al., 
2000), gewaschen und in Zellkulturmedium (RPMI) augenommen. Die Zellen wurden 
anschliessend für 1,5 h bei 37°C in Zellkulturmedium in Petrischalen inkubiert. Nicht 
adhärente Zellen wurden durch mehrmaliges waschen entfernt. Die adhärenten Zellen 
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wurden nach ablösen mit EDTA-PBS gewaschen und in Zellkulturmedium resuspendiert. 
Die Viabilität der Zellen wurde mit Trypanblaufärbung getestet und lag bei >93%. Nach 
erfolgreicher Isolation wurden die an Deckgläschen anheftenden Lungenmakrophagen mit 
den mykobakteriellen Stämmen mit einer MOI von 10 Bakterien/Zelle infiziert. Nach einer 
6 stündigen Inkubation wurden die infizierten Lungenmakrophagen mit 2% 
Paraformaldehyd fixiert und die intrazellulären Mykobakterien mit einer Ziehl-Neelsen 
Färbung sichtbar gemacht. Die Gegenfärbung der Lungenmakrophagen erfolgte mit einer 
Giemsa-Färbung. Die Auswertung erfolgte ebenfalls mikroskopisch wobei 400 Zellen in 
mindestens 35 Gesichtsfeldern ausgezählt wurden. 
3.4.8.6 Bestimmung der Phagozytoserate in Gegenwart von Heparin 
Für die Bestimmung der Phagozytoserate in Gegenwart von Heparin (deaminated sodium 
salt from porcine intestinal mucosal, Sigma) wurden BMDM (1 x 105) verwendet und mit 
einer MOI von Bakterium/Zelle von 10 infiziert. Dazu wurde die hergestellte 
Bakteriensuspension (DMEM/FCS) mit oder ohne Heparin (10 µg/ml in H2O) für 45 min 
präinkubiert (37°C, 5% CO2, 95% Luftfeuchigkeit). Als Kontrolle wurde das hergestellte 
Bakterieninokulum (mit/ohne Heprarin) in verschiedenen Verdünnungen (10-2, 10-3, 10-4) 
auf 7H10 Agarplatten ausplattiert. Die Infektion wurde wie in 3.4.7.1 beschrieben 
durchgeführt, jedoch erfolgte die Infektion für 1 h mit einer anschliessenden Lyse (3.4.7.3) 
der Wirtszelle.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Adenylatcyclasen als Virulenzfaktor 
4.1.1 Adenylatcyclase Rv1264 
Das Gen von ORF Rv1264 im Genom von M. tuberculosis kodiert eine Adenylatcyclase 
der Klasse IIIc mit einer Länge von 397 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 
42 kD. Diese Adenylatcyclase zeigt strukturelle Eigenschaften von AC, welche 
charakteristisch für AC Gram-positiver Bakterien sind. Die Adenylatcyclase Rv1264 
besitzt enzymatische Aktivität bei einer heterologen Expression in E. coli und ist als 
Homodimer aktiv. Der C-Terminus dieser AC bildet die katalytisch aktive Domäne und 
enthält dieselben Aminosäuren, welche wichtig für die Aktivität von Säuger-AC sind, 
während der N-Terminus autoinhibitorisch auf die Aktivität von Rv1264 wirkt (Linder et al., 
2002). Desweiteren wurde gezeigt, dass der N-Terminus als pH Sensor fungiert und die 
höchste enzymatische Aktivität des Holoenzyms bei einem pH-Wert von 6,0 liegt (Tews et 
al., 2005). Die Säure-abhängige Aktivität von Rv1264 lässt vermuten, dass diese AC ein 
bakterieller Sensor von M. tuberculosis ist, welcher den intraphagosomalen pH-Wert 
wahrnimmt. Das von Rv1264 gebildete cAMP könnte die Adaptation von M. tuberculosis 
regulieren oder aber mit einer cAMP-regulierten Wirtszellsignalkaskade interferieren. 
Untersuchungen eines anderen Mitgliedes der Ordnung Actinomycetales, Streptomyces 
coelicolor, zeigten, dass cya, ein Homolog von Rv1264, unter sauren Bedingungen 
physiologische Bedeutung besitzt. Eine S. coelicolor cya Mutante kann das durch 
Wachstum auf glukosehaltigem Medium angesäuerte Medium nicht neutralisieren und es 
kommt zu einem Wachstums- und Sporulationsende. Die beobachteten Effekte sind auf 
das Fehlen von cAMP, welches durch Cya synthetisiert wird, zurückzuführen (Susstrunk 
et al., 1998a). 
4.1.1.1 Charakterisierung der pH sensitiven Rv1264 Adenylatcyclase 
Mutante von M. tuberculosis 
M. tuberculosis kann innerhalb von Phagosomen überleben und deren Reifung hemmen. 
Es kommt nicht zu einer vollständigen phagosomalen Ansäuerung (Hestvik et al., 2005). 
Für die Inhibition der Phagosomenreifung könnte Rv1264 als pH-Sensor eine wichtige 
Rolle einnehmen, und es so M. tuberculosis ermöglichen, sich den Bedingungen 
innerhalb des Phagosomen anzupassen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde ein 
M. tuberculosis Rv1264 Knockout-Stamm generiert und in in vitro als auch in vivo 
Infektionsmodellen untersucht. 
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4.1.1.1.1 Inaktivierung von M. tuberculosis Rv1264  
Die Inaktivierung von M. tuberculosis Rv1264 erfolgte mit Hilfe der rpsL-
Gegenselektionsstrategie. Die Transformation von M. tuberculosis erfolgte mit dem Vektor 
ptrpA1-rpsL+Rv1264∆::hyg, wie in 3.2.16.1 beschrieben. Die erhaltenen Transformanden 
wurden mittels Southern Blot analysiert. Die chromosomale DNA wurde dazu mit Eco47III 
geschnitten und die Hybridisierung mit der Rv1264 5`-DNA-Sonde und der DNA-Sonde 
des deletierten DNA-Abschnittes durchgeführt (2.7). Bei dem gewählten 
Restriktionsverdau wurde ein Signal für M. tuberculosis Wildtyp mit der Rv1264 5`-DNA-
Sonde bei 4,1 kb erwartet, für den single crossover (sco) Rv1264 bei 8,9 und 5,0 kb, für 
den Knockout Stamm Rv1264∆ bei 5,0 kb. Der single crossover Stamm, ein 
Zwischenprodukt bei der Generierung einer Knockout Mutante, ist charakterisiert durch 
das Vorhandensein eines funktionalen Rv1264 Genes (8,9 kb) und einer inaktiven Form 
(5,0 kb). Der Banden-Shift von 4,1 kb beim Wildtyp Stamm zu 5,0 kb bei der 
Deletionsmutante ergibt sich durch die Deletion eines 887 bp grossen DNA-Bereiches und 
der Insertion der 1,8 kb Hygromycin-Kassette. Die erwarteten Hybridisierungsmuster von 
Wildtyp, sco und Knockout Mutante wurden gefunden (Abbildung 4-1 A). Bei erneuter 
Hybridisierung des Southern Blots mit der Deletionssonde, fand sich erwartungsgemäss 
kein Signal bei der inaktiven Form von Rv1264 im sco und im Knockout Stamm 
(Abbildung 4-1 B). Der Stamm Rv1264∆ wurde mit dem mykobakteriellen integrativen 
Vektor pMV361-hyg+Rv1264 komplementiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-1 Genotypische Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆ 
Southern Blot Analyse von Spur 1: M. tuberculosis H37Rv (4,1 kb); Spur 2: M. tuberculosis sco Rv1264 (5,0 und 8,9 kb); 
Spur 3: M. tuberculosis Rv1264∆ (5,0 kb); Spur 4: M. tuberculosis Rv1264∆ Komplementation (5,0 und 12 kb). Verdau der 
genomischen DNA mit Eco47III und Hybridisierung mit A Rv1264 5´DNA-Sonde; B Deletions-Sonde. 
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4.1.1.1.2 In vitro Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆ 
Das in vitro Wachstum von M. tuberculosis Rv1264∆ wurde in Middlebrook 7H9 OADC 
Medium untersucht. Der Parentalstamm M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis 
Rv1264∆ wurden aus einer Kultur in logarithmischer Wachstumsphase zu einer 
Optischen-Dichte von 0,01 inokuliert. Die beiden Stämme befanden sich 24 h nach 
Inokulation erneut in der logarithmischen Wachstumsphase und vermehrt sich mit gleicher 
Geschwindigkeit. Nach 96 h verlangsamte sich das Wachstum und ein Übergang in die 
stationäre Phase wurde erreicht. Nach 144 h waren beide Stämme in der stationären 
Phase und es war keine Zunahme der OD600 mehr zu beobachten. Es wurde eine 
maximal OD600 von 1,5 erreicht. Beide Stämme zeigten unter den gewählten Bedingungen 
ähnliche Wachstumsraten (Abbildung 4-2). Wachstum und Koloniemorphologie beider 
Stämme auf 7H10 Agarplatten waren ebenfalls identisch.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-2 Wachstumskurve von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis Rv1264∆ 
In vitro Wachstum von M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis Rv1264∆ (rot) in Middlebrook 7H9 in einem 
Rollflaschen System. Darstellung eines Triplikat-Mittelwertes ± Standardabweichung (<0,02). 
 
4.1.1.1.3 In vivo Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆ 
Um die Funktion der Adenylatcyclase Rv1264 als möglichen Virulenzfaktor zu 
untersuchen, wurden Infektionsversuche im Maus-Modell durchgeführt (3.4.8.2).  
C57BL/6 Mäuse wurden aerogen mit M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis 
Rv1264∆ infiziert. Die Inokula beider Stämme waren in den Lungen der infizierten Tiere, 
einen Tag nach Infektion nahezu gleich. Der Verlauf der Infektion wurde über einen 
Zeitraum von 90 Tagen beobachtet. Dazu wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die 
Anzahl der Mykobakterien in Lunge, Leber sowie der Milz durch Bestimmung der CFU 
ermittelt. Es kam zu einer typischen Vermehrung von M. tuberculosis während der ersten 
3-4 Wochen nach Infektion. Mit dem Einsetzten der zellulären Immunantwort fand der 
Übergang in die chronische Phase, charakterisiert durch eine konstante bakterielle 
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Belastung statt. Die Organe der mit dem Parentalstamm M. tuberculosis H37Rv und 
Rv1264∆ infizierten Mäuse wiesen im Verlauf die charakteristischen Zeichen einer 
mykobakteriellen Infektion auf. Die beiden M. tuberculosis Stämme streuen mit gleicher 
Kinetik und Intensität in Milz und Leber (Abbildung 4-3). Das Lungegewebe der infizierten 
Mäuse war entzündet, es bildeten sich gleichfalls die typischen Granulome einer 
mykobakteriellen Infektion (Abbildung 4-4), unabhängig vom Genotyp des M. tuberculosis 
Stammes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-3 In vivo Infektionsverlauf von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis Rv1264∆ in 
C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion 
Anzahl koloniebildender Einheiten (CFU) in A Lunge, B Milz und C Leber von 4 bis 5 C57BL/6 Mäuse/ Zeitpunkt nach 
aerogener Infektion mit M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis Rv1264∆ (rot). Darstellung von Mittelwerten CFU / 
Organ ± Standardabweichung. 
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Abbildung 4-4 HE gefärbte Lungengewebsschnitte von C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion mit 
M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis Rv1264∆, Vergrößerung: 4fach 
A M. tuberculosis H37Rv, B M. tuberculosis Rv1264∆. Beide Lungen weisen entzündetes Lungengewebe mit 
Granulombildung (Pfeile) auf. 
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4.1.2 Adenylatcyclase Rv1625c (cya) 
Das Gen von ORF Rv1625c (cya) kodiert eine membranständige Adenylatcyclase der 
Klasse IIIa mit einer Länge von 443 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 47 kD. 
Cya ist eine von zwei AC von M. tuberculosis, welche strukturelle Eigenschaften von AC 
von Säugern zeigen. Cya bildet in der N-terminalen Domäne sechs Transmembranhelixes 
aus, der C-Terminus bildet eine zytosolische Domäne, in welcher das aktive Zentrum der 
Adenylatcyclase lokalisiert ist (Guo et al., 2001; Reddy et al., 2001). In einem heterologen 
E. coli Expressionsystem zeigt Cya Adenylatcyclase-Aktivität (Shenoy et al., 2003) und 
bildet ein Homodimer mit zwei aktiven Zentren. Das aktive Zentrum wird dabei an der 
Grenzfläche der beiden Domänen gebildet (Tang & Hurley, 1998), als Metall-Kofaktor wird 
Mn2+ benötigt (Guo et al., 2001; Reddy et al., 2001; Shenoy et al., 2003). Die katalytische 
Domäne von Cya zeigt Ähnlichkeiten sowohl zu Adenylatcyclasen als auch zu 
Guanylatcyclasen, sie beinhaltet dieselben Aminosäurereste wie Rv1264, welche wichtig 
für die Aktivität von AC in Säugern sind (Linder et al., 2002). 
4.1.2.1 Charakterisierung der M. tuberculosis Adenylatcyclase cya Mutante 
4.1.2.1.1 Inaktivierung von M. tuberculosis cya  
Die Inaktivierung von M. tuberculosis cya erfolgte mit Hilfe der rpsL 
Gegenselektionsstrategie. Die Konstruktion des Suizidvektors pBcya::aph-rpsL erfolgte 
wie in 3.2.16.2 beschrieben. Die Transformanden wurden mittels Southern Blot analysiert. 
Die chromosomale DNA wurde mit NcoI geschnitten und die Hybridisierung mit einer cya-
DNA-Sonde bzw. einer DNA-Sonde des deletierten DNA-Abschnittes durchgeführt (2.7). 
Bei dem gewählten Restriktionsverdau wurde ein Signal für den H37Rv Parentalstamm 
mit der cya-DNA-Sonde bei 2,1 kb erwartet, für den single crossover Stamm bei 2,1 kb 
und 2,7 kb, für cya∆ bei 2,7 kb. Der single crossover Stamm enthält ein funktionales cya 
Gen (2,1 kb) sowie eine inaktive Form (2,7 kb). Der Banden-Shift von 2,1 kb beim Wildtyp 
zu 2,7 kb bei der Inaktivierung von cya ergibt sich durch Deletion eines 622 bp grossen 
DNA-Bereiches und die Insertion der 1,2 kb Kanamycin-Kassette. Die erwartete 
Hybridisierungsmuster von Wildyp, sco und Knockout Mutante wurden gefunden 
(Abbildung 4-5 A). Bei erneuter Hybridisierung des Southern Blots mit der Deletions-
Sonde erschien kein Signal bei der inaktiven Form von cya (Abbildung 4-5 B).  
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Abbildung 4-5 Genotypische Charakterisierung von M. tuberculosis cya∆ 
Southern Blot Analyse von Spur 1: M. tuberculosis H37Rv (2,1 kb); Spur 2: M. tuberculosis SCO cya∆ (2,1 und 2,7 kb); 
Spur 3: M. tuberculosis cya∆ (2,7 kb); Verdau der genomischen DNA mit NcoI und Hybridisierung mit A cya∆ 5´DNA-
Sonde; B Deletions-Sonde.  
 
4.1.2.1.2 In vitro Charakterisierung von M. tuberculosis cya∆ 
Die Untersuchung des in vitro Wachstum von M. tuberculosis cya∆ erfolgte analog zur in 
vitro Charakterisierung von Rv1264∆ (4.1.1.1.2). Das in vitro Wachstum von cya∆, durch 
Bestimmung der OD600 über einen Zeitraum von 10 Tagen, war identisch mit dem des 
Wildtyps (Abbildung 4-6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-6 Wachstumskurve von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis cya∆ 
In vitro Wachstum von M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis cya∆ (rot) in Middlebrook 7H9 in einem 
Rollflaschen System. Darstellung eines Triplikat-Mittelwertes ± Standardabweichung (< 0,03). 
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4.1.2.2 In vivo Charakterisierung von M. tuberculosis cya∆ 
Die in vivo Charakterisierung von M. tuberculosis cya∆ erfolgte analog zu Rv1264∆ 
(4.1.1.1.3). M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis cya∆ vermehrten sich nach 
aerogener Infektion der Mäuse in der Lunge nahezu identisch und breiten sich mit 
gleicher Kinetik und Intensität in die Milz und die Leber aus (Abbildung 4-7). Das 
Lungengewebe wies charakteristische Entzündungsreaktionen auf und es fanden sich die 
typischen Granulome nach einer mykobakteriellen Infektion (Abbildung 4-8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-7 In vivo Infektionsverlauf von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis cya∆ in 
C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion 
Anzahl koloniebildender Einheiten (CFU) in A Lunge, B Milz und C Leber von 4 bis 5 C57BL/6 Mäusen/Zeitpunkt nach 
aerogener Infektion mit M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis cya∆ (rot). Darstellung von Mittelwerten 
CFU/Organ ± Standardabweichung. 
 
 
Abbildung 4-8 HE gefärbte Lungengewebsschnitte von C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion mit 
M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis cya∆, Vergrößerung: 4fach 
A M. tuberculosis H37Rv, B M. tuberculosis cya∆. Beide Lungen weisen entzündetes Lungengewebe mit 
Granulombildung (Pfeile) auf. 
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4.1.3 Adenylatcyclasen-Doppel-Knockout Rv1264/cya 
4.1.3.1 Charakterisierung der M. tuberculosis Rv1264/cya Doppelmutante 
4.1.3.1.1 Inaktivierung von M. tuberculosis Rv1264/cya 
Ausgehend vom M. tuberculosis Rv1264 Knockout Stamm wurde der Adenylatcyclase-
Doppel-Knockout Stamm Rv1264/cya generiert Die Transformation von M. tuberculosis 
Rv1264∆ erfolgte mit den Vektor pBcya::aph-rpsL. Die Transformanden wurden mittels 
Southern Blot analysiert. Die chromosomale DNA wurde mit NcoI geschnitten und die 
Hybridisierung zunächst mit der cya-DNA-Sonde durchgeführt. Bei der gewählten 
Restriktion wurde ein Signal für den H37Rv Parentalstamm mit der cya-DNA-Sonde bei 
2,1 kb erwartet, für den M. tuberculosis Rv1264∆ Stamm bei 2,1 kb, für den 
komplementierten Rv1264∆ Stamm bei 2,1 kb, für M. tuberculosis cya∆ bei 2,7 kb, für die 
Doppel-Knockout Mutante Rv1264∆/cya∆ bei 2,7 kb. Eine erneute Hybridisierung des 
Southern Blots mit der Rv1264 5`-DNA-Sonde bestätigte die Generierung eines Doppel-
Knockout Stammes. Das erwartete Signal für M. tuberculosis H37Rv mit der Rv1264 5`-
DNA-Sonde lag bei 5,0 kb, für den M. tuberculosis Rv1264∆ Stamm 5,8 kb, beim 
komplementierten Rv1264∆ Stamm bei 5,8 kb und ~12 kb, für cya∆ bei 5,1 kb (wie 
Wildtyp) und für den Doppel-Knockout Rv1264∆/cya∆ bei 5,8 kb (Abbildung 4-9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-9 Genotypische Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ 
Southern Blot Analyse von Spur 1: M. tuberculosis H37Rv; Spur 2: M. tuberculosis Rv1264∆; Spur 3: M. tuberculosis 
Rv1264∆ Komplementation; Spur 4: M. tuberculosis cya∆; Spur 5: M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆; Verdau der 
genomischen DNA mit NcoI und Hybridisierung mit A cya 5´-DNA-Sonde; B Rv1264 5`-DNA-Sonde.  
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4.1.3.2 In vitro Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ 
4.1.3.2.1 In vitro Wachstum in Flüssigmedium 7H9 
Die Untersuchung des in vitro Wachstums von Rv1264∆/cya∆ wurde analog zu den von 
Rv1264∆ und cya∆ beschriebenen Wachstumsversuchen durchgeführt.  
Der Parentalstamm H37Rv und Rv1264∆/cya∆ zeigten ähnliche Vermehrungsraten unter 
den gewählten Bedingungen (Abbildung 4-10). Wachstum und Koloniemorphologie beider 
Stämme auf 7H10 Agarplatten waren ebenfalls identisch.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-10 Wachstumskurve von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ 
In vitro Wachstums von M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ (rot) in Middlebrook 7H9 in einem 
Rollflaschen System. Darstellung eines Triplikat-Mittelwertes ± Standardabweichung (< 0,03). 
 
4.1.3.2.2 Intrazelluläres Überleben in Makrophagen 
Die Virulenz von M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ wurde in einem Zellkultur-
Infektionsmodell untersucht. Die Vermehrung des M. tuberculosis Parentalstammes und 
der Rv1264∆/cya∆ Mutante wurde in primären Makrophagen (BMDM von C57BL/6) 
verglichen. Die relative intrazelluläre Vermehrung in BMDM wurde über einen Zeitraum 
von 9 Tagen bestimmt. Beide Stämme zeigten eine Vermehrung um etwa 1,5 log. Diese 
Resultate lassen den Schluss zu, dass die Adenylatcyclasen Rv1264 und cya für das 
intrazelluläre Überleben von M. tuberculosis nicht notwendig sind. 
 
 
 
Abbildung 4-11 Relative Vermehrungsrate von 
M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis 
Rv1264∆/cya∆ in BMDM 
Relative Anzahl intrazellulärer Bakterien nach Infektion von 
BMDM von C57BL/6 Mäusen mit M. tuberculosis H37Rv 
(blau) und M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ (rot) über einen 
Zeitraum von 9 Tagen. Mittelwert ± Standardabweichung 
aus 3 unabhängigen Versuchen. 
0.01
0.1
1
10
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Zeit [Stunden]
 O
D
60
0 l
og
0
1
10
100
1000
0 2 4 6 8 10
Zeit [Tage]
R
el
at
iv
e 
V
er
m
eh
ru
ng
 C
FU
 [l
og
]
 Ergebnisse - Charakterisierung der M. tuberculosis Rv1264/cya Adenylatcyclase-Doppel-Knockout Mutante 
 67
4.1.3.3 In vivo Charakterisierung von M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ 
Die Untersuchungen zur in vivo Virulenz von M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ erfolgte unter 
gleichen Bedingungen wie bereits für die Einzel-Knockouts beschrieben 
(4.1.1.1.3/4.1.2.2). 
C57BL/6 Mäuse wurden mit gleichen Inokula aerogen mit M. tuberculosis H37Rv und 
M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ infiziert. In den Lungen der infizierten Tiere fand sich einen 
Tag nach Infektion die nahezu gleiche Anzahl an CFU. Der Verlauf der Infektion wurde 
über einen Zeitraum von 150 Tagen beobachtet. Die Vermehrung der mykobakteriellen 
Stämme war in Lunge, Leber und Milz nahezu gleich (Abbildung 4-12). Das 
Lungengewebe wies Entzündungsreaktionen mit den typischen Granuloma einer 
mykobakteriellen Infektion auf (Abbildung 4-13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-12 In vivo Infektionsverlauf von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis 
Rv1264∆/cya∆ in C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion 
Anzahl koloniebildender Einheiten (CFU) in A Lunge, B Leber und C Milz von 4 bis 5 C57BL/6 Mäusen/Zeitpunkt nach 
aerogener Infektion mit M. tuberculosis H37Rv (blau) und M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆ (rot). Darstellung von Mittelwerten 
CFU/Organ ± Standardabweichung. 
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Abbildung 4-13 HE gefärbte Lungengewebsschnitte von C57BL/6 Mäusen nach aerogener Infektion mit 
M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆, Vergrößerung: 4fach 
A M. tuberculosis H37Rv, B M. tuberculosis Rv1264∆/cya∆. Beide Lungen weisen entzündetes Lungengewebe mit 
Granulombildung (Pfeile) auf. 
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4.2 Sekretionsproteine als Virulenzfaktoren 
Die Sekretion von Proteinen ist für bakterielle Pathogene von grösster Bedeutung, da 
diese es ihnen ermöglichen, mit ihrem Wirt in Wechselwirkung zu treten. Die Sekretion 
von Proteinen kann durch unterschiedliche Sekretionssysteme erfolgen und die 
sekretierten Proteine haben verschiedene Funktionen bei der Wirt-Pathogen-Interaktion 
zu erfüllen. Sie dienen z.B. als Toxine, Adhäsine, Invasine, Proteasen oder Lipasen.  
4.2.1 Die β-Untereinheit der F0F1-ATP Synthase von M. tuberculosis 
Die F0F1-ATPase ist in zwei Domänen unterteilt, die membranäre F0-Domäne und die ATP 
synthetisierende F1-Domäne. Das mykobakterielle atpD-Gen kodiert für die β-
Polypeptidkette in der F1-Domäne. Bei der Untersuchung von mit M. tuberculosis 
infizierten Wirtszellen wurde innerhalb der Wirtszelle das mykobakterielle AtpD-Protein 
nachgewiesen (Ragno et al., 2001). Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, dass das AtpD 
sekretiert wird.  
4.2.1.1 Untersuchungen zu M. tuberculosis Rv1310 (atpD)  
Um festzustellen, ob das atpD-Gen zur Virulenz von M. tuberculosis beiträgt, wurde 
zunächst versucht einen M. tuberculosis atpD Knockout Stamm zu generieren. 
Desweiteren wurden Untersuchungen zur Sekretion von AtpD mit verschiedenen 
generierten Expressionskonstrukten durchgeführt, die eine Lokalisation der β-Untereinheit 
der F0F1-ATP Synthase von M. tuberculosis ermöglichen sollten. 
 
4.2.1.1.1 Inaktivierung von M. tuberculosis atpD 
Die Generierung des Suizidvektors für die Inaktivierung von M. tuberculosis atpD erfolgte 
wie in 3.2.16.4 beschrieben. Für die Analyse der Transformanden wurde die 
chromosomale DNA mit XmnI geschnitten und die Hybridierung mit einer atpD-DNA-
Sonde durchgeführt. Bei dem gewählten Restriktionsverdau wurde ein Signal für 
M. tuberculosis Wildtyp mit der atpD-DNA-Sonde bei 6,5 kb, für einen 3´single crossover 
(sco) bei 7,4 kb und 8,7 kb, für einen 5´single crossover bei 9,4 kb und 6,5 kb erwartet 
(Abbildung 4-14). Nach drei unabhängigen Gegenselektionen von 3´- und 5´atpD single 
crossover Stämmen, konnte kein M. tuberculosis atpD∆ Knockout Stamm generiert 
werden. Die Rekombinationsfrequenz für die intramolekulare Rekombination liegt bei 10-4 
bis 10-6 (Pavelka & Jacobs, 1999). Bakterienkolonien mit einem Antibiotikaresistenz-
phänotyp, der dem eines Knockout Stammes entspricht wurde bei den Gegenselektionen 
von atpD sco Stämmen mit der erwarteten Frequenz erreicht (Tabelle 4-1). Auf 
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Gegenselektionsmedium wurden mehrere Klone erhalten und genotypisch charakterisiert. 
Bei den drei unabhängigen Gegenselektionen wurden je acht Klone mit dem erwarteten 
Resistenzphänotyp getestet. Die genotypische Charakterisierung der insgesamt 24 
getesteten Klone zeigte aber, dass kein zweites crossover Ereignis stattgefunden hatte. In 
allen Klonen waren weiterhin ein Wildtyp Allel und ein inaktives Allel vorhanden (Tabelle 
4-1). Diese Ergebnisse lassen auf eine Essentialität des atpD Genes in M. tuberculosis 
schliessen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-14 Southern Blot Analyse von genomischer DNA M. tuberculosis atpD  
Verdau der genomischen DNA mit XmnI und Hybridisierung mit der atpD-DNA-Sonde Spur 1: M. tuberculosis H37Rv; 
Spur 2: M. tuberculosis atpD sco; Spur 3: M. tuberculosis atpD sco, Spur 4: M. tuberculosis atpD sco. 
 
Tabelle 4-1 Rekombinationsfrequenz von M. tuberculosis atpD sco 
 
Rekombinationsfrequenz 
M. tuberculosis sco atpD 
Anzahl positiver Klone nach 
Gegenselektion 
   
1. Gegenselektion 2 x 10-6 0/8 
2. Gegenselektion 1,5 x 10-4 0/8 
3. Gegenselektion 7 x 10-6 0/8 
 
 
4.2.1.1.2 Expression und Lokalisation von M. tuberculosis AtpD in 
Mykobakterien 
Neben der Generierung von Knockout Mutanten ist die Überexpression von 
Virulenzgenen eine Möglichkeit, die Bedeutung spezifischer Proteine für die Pathogenese 
von M. tuberculosis zu untersuchen.  
Da in infizierten Makrophagen mykobakterielles AtpD nachgewiesen wurde (Ragno et al., 
2001), konnte vermutet werden, dass AtpD in die Wirtszelle sekretiert wird. Zur 
7,4 + 8,7 
2 3 4 1 [kb] 
6,5
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Charakterisierung der AtpD-Funktion und des Sekretionsmechanismus wurden 
rekombinante Mykobakterien generiert werden, welche AtpD überexprimieren.  
 
Das atpD-Gen ist das siebte Gen des Operons atpBEFHAGDC. Um die Transkription des 
isolierten atpD-Gens zu gewährleisten, wurde das atpD-Gen mit geeigneten Promotoren 
fusioniert. Als Promotoren wurden die mykobakteriellen Promotorregionen des 19kD-
Proteins (169 bp 5’ vom Startcodon) und des Antigen 85B–Proteins (fbpB) (363 bp 5’ vom 
Startcodon) gewählt. Die Promotorregionen und das atpD-Gen wurden mittels PCR aus 
genomischer DNA von M. tuberculosis amplifiziert. Zur Erleichterung der Detektion wurde 
das atpD-Gen mit einer N- bzw. C-terminalen HA-Erkennungssequenz versehen 
(Abbildung 4-15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-15 Schematische Darstellung der atpD Fusionskonstrukte 
Farbig unterlegt ist die Promotorregion des 19kD-Proteins (hellblau), des Antigens 85B (dunkelblau). Das atpD-Gen ist gelb, 
die N- bzw. C-terminalen Erkennungssequenz rot dargestellt. 
 
Für die Klonierung in Mykobakterien stehen verschiedene Vektorsysteme zur Verfügung. 
Neben replikativen Vektoren, die in einer Kopienzahl von 3 bis 5 pro Genomäquivalent 
(multi-copy) vorkommen (Stover et al., 1991), existieren integrative Vektoren, die an einer 
definierten Stelle in das Genom von Mykobakterien integrieren (Pena et al., 1997). Da 
diese single-copy integrativen Vektoren ohne Selektionsdruck instabil sind, wurden auch 
stabil-integrative Vektoren mit deletiertem Integrase-Gen für die Klonierung verwendet. 
Diese zeichnen sich durch eine erhöhte Stabilität aus (Springer et al., 2001). 
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Tabelle 4-2 Übersicht der generierten Expressionskonstrukte 
Bezeichnung Vektortyp Promotor Tag 
    
pOLYG-P19kD-HA-atpD replikativ 19kD N 
pOLYG- P19kDa-atpD-HA replikativ 19kD C 
pOLYG-PfbpB85-HA-atpD replikativ fbpB85 N 
pOLYG-PfbpB85-atpD-HA replikativ fbpB85 C 
pMV361-hyg-P19kD-HA-atpD  integrativ 19kD N 
pMV361-hyg-P19kDa-atpD-HA integrativ 19kD C 
pMV361-hyg-PfbpB85-HA-atpD integrativ fbpB85 N 
pMV361-hyg-PfbpB85-atpD-HA integrativ fbpB85 C 
pMV361∆int-hyg-P19kD-HA-atpD integrativ 19kD N 
pMV361∆int-hyg-P19kDa-atpD-HA integrativ 19kD C 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-HA-atpD integrativ fbpB85 N 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-atpD-HA integrativ fbpB85 C 
 
 
4.2.1.1.2.1 Nachweis der Expression und Lokalisation von AtpD 
Der Nachweis der Expression und der Lokalisation von AtpD wurde sowohl in 
M. tuberculosis als auch in M. bovis BCG durchgeführt. M. bovis BCG wird häufig als 
Modellorganismus für physiologische Untersuchungen verwendet, da M. bovis BCG sehr 
nahe mit M. tuberculosis verwandt ist und die Arbeiten nicht unter Bedingungen der 
Sicherheitsstufe 3 durchgeführt werden müssen.  
 
Die in Tabelle 4-2 zusammengefassten generierten mykobakteriellen AtpD 
Expressionskonstrukte wurden in M. bovis BCG und M. tuberculosis transformiert und die 
Expression wurde durch Western Blot-Analyse untersucht. Dazu wurden Totalprotein-
Extrakte der rekombinanten M. bovis BCG und M. tuberculosis Stämme gewonnen. Um 
die Sekretion der Fusionsproteine zu untersuchen, wurden die Kulturüberstände 
gewonnen und aufgetragen. Der Nachweis der Expression des HA-markierten Proteins 
erfolgte mit Hilfe eines HA-Antikörpers. 
 
Die Expressions-Konstrukte des replikativen multi-copy Vektors pOLYG wurden in 
M. bovis BCG und M. tuberculosis durch Western Blotting analysiert. Sowohl N- wie auch 
C-terminal markierte Proteine (~53kD) unter Kontrolle des 19kD-Promotors respektive des 
fbpB85-Promotors konnten im Zelllysat von M. bovis BCG nachgewiesen werden. Im 
Zelllysat von M. tuberculosis konnte eine Expression von pOLYG-P19kD-HA-atpD, pOLYG-
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PfbpB85-HA-atpD und pOLYG-PfbpB85-atpD-HA ebenfalls nachgewiesen werden, während es 
zu keiner Expression von pOLYG-P19kD-atpD-HA kam. Fusionskonstukte unter der 
Kontrolle des fbpB85-Promotors zeigten in beiden mykobakteriellen Stämmen im 
Vergleich zum 19kD-Promotor ein etwas stärkeres Signal. Das N- bzw. das C-terminal-
markierte AtpD-Fusionsprotein war immer Zell-assoziert und konnte weder in den 
Kulturüberständen von M. bovis BCG noch in denen von M. tuberculosis nachgewiesen 
werden.  
 
Die mit dem integrativen single-copy Vektor pMV361-hyg generierten Konstrukte wurden 
ebenfalls alle in M. bovis BCG untersucht. Hier konnte nur eine Expression des N-terminal 
markierten Proteins unter der Kontrolle des 19kD-Promotors nachgewiesen werden. Für 
die anderen Konstrukte (pMV361-hyg-PfbpB85-HA-atpD; pMV361-hyg-PfbpB85-atpD-HA und 
pMV361-hyg-P19kD-atpD-HA) konnte keine AtpD Expression gezeigt werden. Ein 
möglicher Grund für die fehlende Expression könnte der gewählte Vektor sein. Da die 
Kopienzahl des integrativen single-copy Vektors pMV361-hyg geringer ist als jene des 
pOLYG Vektors, könnte die Menge des exprimierten Proteins unterhalb der 
Nachweisgrenze liegen. In den Kulturüberständen von M. bovis BCG war kein 
rekombinantes AtpD nachweisbar.  
Rekombinantes AtpD konnte weder im Zelllysat noch im Kulturüberstand von 
M. tuberculosis nachgewiesen werden, welche mit den Fusionskontrukte pMV361-hyg-
P19kD-HA-atpD und pMV361-hyg-PfbpB85-HA-atpD transformiert waren. 
 
Untersuchungen mit dem stabil integrativen Vektor pMV361∆int-hyg wurden in M. bovis 
BCG durchgeführt. Es wurde die Expression des Proteins der Vektoren pMV361∆int-hyg 
P19kD-HA-atpD und pMV361∆int-hyg PfbpB85-HA-atpD untersucht. Hier ergaben sich 
ähnliche Ergebnisse wie bei den Untersuchungen mit den entsprechenden Konstrukten im 
pMV361-hyg Vektor. Nur die Expression des N-terminal markierten Proteins unter 
Kontrolle des 19kD-Promotors war möglich. Für das Konstrukt pMV361∆int-hyg-PfbpB85-
atpD-HA konnte keine AtpD Expression gezeigt werden. Beide Fusionsproteine konnten 
im Kulturüberstand von M. bovis BCG nicht nachgewiesen werden. 
Eine Zusammenstellung der getesteten Konstrukte auf Expression und Sekretion von 
rekombinaten atpD in M. bovis BCG und M. tuberculosis ist in Tabelle 4-3 dargestellt.
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Tabelle 4-3 Übersicht der in M. bovis BCG und M. tuberculosis getesteten Konstrukte 
Vektor  Expression   
 
M. bovis BCG 
Zelllysat 
M. bovis BCG 
Kulturüberstand 
M. tuberculosis 
Zelllysat 
M. tuberculosis 
Kulturüberstand 
pOLYG-P19kDa-HA-atpD + - + - 
pOLYG-PfbpB85-HA-atpD ++ - + - 
pOLYG-P19kDa-atpD-HA + - - - 
pOLYG-PfbpB85-atpD-HA ++ - ++ - 
pMV361-hyg-P19kDa-HA-atpD ++ - - - 
pMV361-hyg-PfbpB85-HA-atpD - - - - 
pMV361-hyg-P19kDa-atpD-HA - - n.u. n.u. 
pMV361-hyg-PfbpB85-atpD-HA - - n.u. n.u. 
pMV361∆int-hyg-P19kDa-HA-atpD + - n.u. n.u. 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-HA-atpD n.u. n.u. n.u. n.u. 
pMV361∆int-hyg-P19kDa-atpD-HA n.u. n.u. n.u. n.u. 
pMV361∆int-hyg-PfbpB85-atpD-HA - - n.u. n.u. 
 
Legende:  - kein Signal; + gutes Signal; ++ sehr gutes Signal; n.u. nicht untersucht 
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4.3 Oberflächenproteine als Virulenzfaktoren 
Adhäsionsfaktoren sind für viele pathogene Bakterien wichtige Virulenzdeterminaten. Sie 
vermitteln u.a. das Anheften des Bakteriums an eukaryotische Zellen zu Beginn einer 
Infektion. Die Zellwand von Mykobakterien ist mit ihrer lipid- und glycanreichen äusseren 
Schicht sehr komplex aufgebaut (Glickman & Jacobs, 2001). Oberflächen-assoziierte 
Gruppen scheinen eine wichtige Rolle bei der initialen Interaktion mit der Wirtszelle zu 
spielen (Stokes et al., 2004). Das molekulare Verständis und die Bedeutung der Adhäsion 
für die Aufnahme in verschiedene Wirtszellen wie auch die Bedeutung der Rezeptor-
vermittelden Phagozytose für den weiteren Infektionsverlauf sind bei weitem nicht 
vollständig. 
4.3.1 Das Adhäsin HbhA 
Neben der Lunge, die das am häufigsten betroffene Organ bei einer Tuberkulose ist, kann 
sich die Tuberkulose auch in anderen Organen manifestieren. Eine Infektion von weiteren 
Organen kann durch Streuung der Bakterien über das lymphatische System oder die 
Blutbahn erfolgen (Golden & Vikram, 2005; Kim et al., 2006; Locht et al., 2006; Raja, 
2004). Die Adhäsion von Mykobakterien an Epithelzellen und der extrazelllären Matrix ist 
mit der Virulenz und extrapulmonaler Streuung assoziert (Bermudez & Goodman, 1996; 
McDonough & Kress, 1995). Ein Protein, welches an der Adhäsion an Epithelzellen und 
der extrazellulären Matrix beschrieben wurde, ist das Heparin-bindende Hämagglutinin 
(HbhA). HbhA ist ein Oberflächenprotein von pathogenen Mykobakterien (Menozzi et al., 
1998; Menozzi et al., 1996).  
4.3.1.1 Charakterisierung der M. tuberculosis hbhA Mutante 
4.3.1.1.1 Inaktivierung von M. tuberculosis hbhA 
Die Inaktivierung von M. tuberculosis hbhA erfolgte mit dem Vektor ptrpA-1-rpsL-
hbhA::aph wie in 3.2.16.5 beschrieben. Die Transformanden wurden mittels Southern Blot 
analysiert. Die chromosomale DNA wurde mit MluI geschnitten und die Hybridisierung mit 
einer hbhA-DNA-Sonde durchgeführt. Bei dem gewählten Restriktionsverdau wurde ein 
Signal für M. tuberculosis Wildtyp mit der hbhA-DNA-Sonde bei 1,3 kb erwartet und ein 
Signal der hbhA Knockout-Mutante (hbhA∆) bei 2,3 kb. Der Banden-Shift von 1,3 kb beim 
Wildtyp zu 2,3 kb bei der Inaktivierung von hbhA ergibt sich durch Deletion eines 188 bp 
grossen DNA-Bereiches und die Insertion der 1,2 kb Kanamycin-Kassette. Der 
M. tuberculosis Stamm hbhA∆ wurde mit dem mykobakteriellen replikativen Vektor 
pOLYG-hbhA komplementiert (Abbildung 4-16 A). Die Deletion von hbhA führte zum 
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Verlust des HbhA Proteins. Nach der Transformation des hbhA Knockout Stammes 
hbhA∆ mit dem Plasmid pOLYG-hbhA konnte die Expression von HbhA wieder 
nachgewiesen werden (Abbildung 4-16 B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-16 Genotypische Charakterisierung von M. tuberculosis hbhA∆ 
A Southern Blot Analyse: Spur 1: M. tuberculosis H37Rv; Spur 2: M. tuberculosis hbhA∆; Spur 3: M. tuberculosis hbhA∆ 
pOLYG-hbhA. Die genomische DNA von M. tuberculosis wurde mit MluI gespalten und die Hybridisierung mit der hbhA-
DNA-Sonde durchgeführt. 
B Western Blot Analyse : Spur 1: M. tuberculosis H37Rv; Spur 2: M. tuberculosis hbhA∆; Spur 3: M. tuberculosis hbhA∆ 
pOLYG-hbhA mit einem anti-hbhA Antikörper. 
 
4.3.1.1.2 In vivo Charakterisierung von M. tuberculosis hbhA∆  
C57BL/6 Mäuse wurden in zwei etablierten Maus-Infektions-Modellen (Flynn, 2006), dem 
intratracheal (i.t.) und intravenös (i.v.), mit M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis 
hbhA∆ infiziert. Der Verlauf der Infektion wurde über einen Zeitraum von 90 Tagen 
beobachtet und zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Anzahl der Mykobakterien in der 
Lunge sowie der Milz durch Bestimmung von CFU ermittelt. Beide Bakterienstämme 
vermehren sich, allerdings mit unterschiedlicher Rate.  
 
Im intratrachealen Infektionsmodell erreichen die Bakterien direkt die Lunge und 
vermehren sich beträchtlich während der initialen akuten Infektionsphase. Von der Lunge 
aus streuen die Mykobakterien in weitere Organe, wie beispielsweise in die Milz oder die 
Leber. Nach intratrachealer Infektion von M. tuberculosis Wildtyp und hbhA∆ Knockout, 
Infektionsdosis 103, war die Anzahl von Bakterien initial nach der Infektion in der Lunge 
nahezu gleich. Ab Tag 14 nach Infektion war die Anzahl der hbhA∆ Knockout Bakterien in 
der Lunge um ~1 log geringer im Vergleich zum Wildtyp. Die an Tag 14 beobachtete 
Reduktion der CFU der hbhA∆ Mutanten war über den gesamten Beobachtungszeitraum 
1,3 
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von 90 Tagen festzustellen (Abbildung 4-17). In der Milz war der M. tuberculosis 
Parentalstamm an Tag 10 nach Infektion detektierbar, während der M. tuberculosis 
hbhA∆ Knockout Stamm erst 14 Tage nach Infektion in der Milz nachgewiesen werden 
konnte. Zu diesem Zeitpunkt entsprach die Anzahl der hbhA∆ Bakterien in der Lunge der 
Anzahl der Wildtyp Bakterien an Tag 10. Ähnlich wie in der Lunge war auch in der Milz 
eine Reduktion der CFU des hbhA∆ Knockout Stammes im Vergleich zum M. tuberculosis 
Parentalstamm zu beobachten. Die verringerte Anzahl CFU des hbhA∆ Knockouts wurde 
über den gesamten Beobachtungszeitraum festgestellt (Abbildung 4-17). 
 
Im intravenösen Infektionsmodell wird eine hohe Bakteriendosis in die Schwanzvene der 
Maus injiziert. Bei diesem Infektionsmodell erreicht die Mehrheit der injizierten Bakterien 
die Milz und nur eine Minderheit der Bakterien gelangen zunächst in die Lunge (North et 
al., 1999). Nach Infektion über die intravenöse Route nimmt die Anzahl der Mykobakterien 
in der Milz ab (Cardona et al., 1999), während sich die Mykobakterien in der Lunge 
kontinuierlich vermehren, bis es durch eine starke Lungenpathologie zum Tod der Mäuse 
kommt (Flynn & Chan, 2001). Nach intravenöser Infektion mit dem M. tuberculosis 
Parentalstamm H37Rv und dem hbhA∆ Knockout Stamm (Infektionsdosis 105) war die 
Anzahl von Bakterien initial nach Infektion in der Lunge nahezu gleich. Im weiteren 
Verlauf der Infektion war in der Lunge eine Reduktion der CFU von M. tuberculosis hbhA∆ 
im Vergleich zu M. tuberculosis H37Rv zu beobachten. Die Reduktion um 1 log der 
Anzahl der CFU war ab Tag 35 über den gesamten Beobachtungszeitraum von 90 Tagen 
festzustellen (Abbildung 4-18). Eine Reduktion der Anzahl koloniebildender Einheiten 
wurde sowohl für den Parentalstamm als auch für den hbhA Knockout Stamm beobachtet, 
im Vergleich zum Wildtyp war die Anzahl CFU der hbhA Knockout Mutante in der Milz (ab 
Tag 35) jedoch vermindert (Abbildung 4-18).  
 
Untersuchungen zum Langzeitüberleben von C57BL/6 nach i.v. Infektion über einen 
Zeitraum von 250 Tagen ergaben, das die mittlere Überlebenszeit (MST) von 
M. tuberculosis hbhA∆ infizierten Mäusen mit 189 ± 27 Tagen höher liegt als nach einer 
Infektion mit M. tuberculosis H37Rv (126 ± 20 d). Im Vergleich zum Wildtyp H37Rv, ist 
somit die MST bei M. tuberculosis hbhA∆ um den Faktor ~1,5 höher (Abbildung 4-19). 
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Abbildung 4-17 Darstellung des in vivo Infektionsverlauf von M. tuberculosis H37Rv und 
M. tuberculosis hbhA∆ in C57BL/6 Mäusen nach intratrachealer Infektion 
Bakterielle Anzahl in A Lunge, B Milz von  4 bis 5 C57BL/6 Mäusen nach intratrachealer Infektion mit 103 M. tuberculosis 
H37Rv (blau) und M. tuberculosis hbhA∆ (rot). Darstellung von Mittelwert ± Standardabweichung. T-Test: ? p < 0,05; ?? 
p < 0,01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-18 Darstellung des in vivo Infektionsverlauf von M. tuberculosis H37Rv und 
M. tuberculosis hbhA∆ in C57BL/6 Mäusen nach intravenöser Infektion 
Bakterielle Anzahl in A Lunge, B Milz von 5 bis 6 C57BL/6 Mäusen nach intravenöser Infektion mit 105 M. tuberculosis 
H37Rv (blau) und M. tuberculosis hbhA∆ (rot). Darstellung von Mittelwert ± Standardabweichung. T-Test: ? p < 0,05; 
?? p < 0,01. 
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Abbildung 4-19 Darstellung des Langzeitüberlebens von C57BL/6 Mäusen nach intravenöser Infektion 
mit M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis hbhA∆ 
Prozentualer Anteil an überlebenden Mäusen nach intravenöser Infektion mit M. tuberculosis H37Rv (blau) und 
M. tuberculosis hbhA∆ (rot) über einen Zeitraum von 250 Tagen. Gohan’s criterion, ? p<0,05. 
 
4.3.1.1.3 Untersuchungen zur Virulenzattenuation von M. tuberculosis 
hbhA∆  
Mögliche Ursachen für die Virulenzattenuation der hbhA∆ Knockout Mutante sind 1) eine 
generelle verminderte Fitness, 2) eine verminderte Aufnahme in spezifische Wirtszellen 
und damit der Ausschluss von einer intrazellulären Vermehrung und/oder 3) eine 
vermindertes intrazelluläres Überleben/Vermehrung. Zur Unterscheidung dieser drei 
Möglichkeiten wurde das in vitro Wachstum der hbhA∆ Mutante, die Phagozytose der 
Mutante durch verschiedene Wirtszellen und die intrazelluläre Vermehrung untersucht.  
 
4.3.1.1.3.1 In vitro Charakterisierung von M. tuberculosis hbhA∆ 
Das in vitro Wachstum von M. tuberculosis hbhA∆ wurde im Vergleich zu M. tuberculosis 
Wildtyp und komplementiertem Knockout in Middlebrook 7H9 OADC Medium untersucht. 
Es wurde eine maximale OD600 von ~1,5 unter den gewählten Bedingungen erreicht 
(Abbildung 4-20); Wachstum und Koloniemorphologie der Stämme auf 7H10 Agarplatten 
waren ebenfalls identisch. 
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Abbildung 4-20 Darstellung der Wachstumskurve von M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis hbhA∆ 
und M. tuberculosis hbhA∆ Komplementation 
In vitro Wachstums von M. tuberculosis H37Rv (blau), M. tuberculosis hbhA∆ und (rot) und M. tuberculosis hbhA∆ 
Komplementation (grün) in Middlebrook 7H9 in einem Rollflaschen System. Darstellung eines Triplikat-Mittelwertes ± 
Standardabweichung (<0,02). 
 
4.3.1.1.3.2 Phagozytose von M. tuberculosis hbhA∆  
Als Oberflächenprotein ist HbhA möglicherweise an der Phagozytose von M. tuberculosis 
beteiligt. Durch den Vergleich der Phagozytoseraten (prozentualer Anteil des 
Bakterieninokulums, welcher von den Zellen aufgenommen wurde) von M. tuberculosis 
Wildtyp vs. M. tuberculosis hbhA∆ Knockout Mutante in primären Zellen 
(Knochenmarkmakrophagen), neutrophile Granulozyten, Peritonealmakrophagen und 
Lungenmakrophagen, wurde der Einfluss von HbhA auf die Phagozytose durch 
verschiedene Wirtszellen untersucht.  
 
In Abbildung 4-21 ist die relative Phagozytoserate durch professionelle Phagozyten der 
M. tuberculosis Stämme dargestellt. Im Vergleich zu M. tuberculosis Wildtyp zeigt die 
M. tuberculosis hbhA∆ Knockout Mutante in BMDM eine reduzierte Phagozytoserate. Die 
Phagozytoserate des Wildtyps ist um ca. 30% höher als die des hbhA∆ Knockout 
Stammes.  
 
Abbildung 4-21 Darstellung der relativen 
Phagozytoserate von M. tuberculosis H37Rv und 
M. tuberculosis hbhA∆ in BMDM 
Die Phagozytose von H37Rv Wildtyp wurde 1 gesetzt. 
Phagozytoserate: M. tuberculosis H37Rv (blau) und 
M. tuberculosis hbhA∆ (rot) in  BMDM (MOI 10). Mittelwert 
± Standardabweichung von 7 unabhängigen Versuchen. T-
Test: ? p < 0,01. 
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Um die Beteiligung des Adhäsins bei der Aufnahme durch verschiedene Zelltypen zu 
untersuchen, wurde die Phagozytoserate (prozentualer Anteil an Zellen, die mindestens 
ein Bakterium phagozytiert haben) sowie die phagozytische Anzahl (Anzahl Bakterien pro 
100 Zellen) von peritonealen neutrophilen Granulozyten, peritonealen Makrophagen und 
Lungenmakrophagen bestimmt.  
C57BL/6 Mäuse wurden intraperitoneal mit dem M. tuberculosis Wildtyp, hbhA∆ Knockout 
Stamm und komplementierter hbhA∆ Knockout Mutante (hbhA∆-pOLYG-hbhA) infiziert. 
2 h nach der Infektion erfolgte die Tötung der Mäuse und die Isolation peritonealer 
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Anschließend wurde die Phagozytoserate 
sowie die phagozytische Anzahl durch Ziehl-Neelsen Färbung der Bakterien bestimmt. In 
peritonealen neutrophilen Granulozyten war die Phagozytoserate sowie die phagozytische 
Anzahl von M. tuberculosis hbhA∆ Stamm im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert. 
Die Phagozytoserate des Wildtyps durch neutrophile Granulozyten liegt ungefähr doppelt 
so hoch wie die von M. tuberculosis hbhA∆ (50,3% vs. 28,2%). Ähnliches war in 
peritonealen Makrophagen zu beobachten. Auch in diesen Zellen wurden die 
Wildtypbakterien ungefähr 1,5 fach besser aufgenommen als die hbhA∆ Knockout 
Mutante (Phagozytoserate 49,7% vs. 30,7%) (Tabelle 4-4). Durch Komplementation von 
M. tuberculosis hbhA∆ mit dem Vektor pOLYG-hbhA wurde der Phagozytosephänotyp in 
beiden Zelltypen grösstenteils komplementiert (Tabelle 4-4).  
 
Für weitere Versuche wurden aus C57BL/6 isolierte Lungenmakrophagen in vitro mit dem 
Wildtyp, der hbhA∆ Knockout Mutante und der komplementierten Mutante infiziert. In den 
Lungenmakrophagen war die in vitro Phagozytoserate (26,0% vs. 48,5%) und die 
phagozytische Anzahl von M. tuberculosis hbhA∆ Stamm im Vergleich zum Wildtyp 
ebenfalls signifikant reduziert  (Tabelle 4-4). 
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Tabelle 4-4 Phagozytoserate und phagozytischer Anteil 
(A) In vivo* Phagozytose und phagozytischer Anteil in peritonealen neutrophilen Granulozyten und 
peritonealen Makrophagen.  
(B) Ex-vivo** Phagozytose und phagozytischer Anteil in Lungenmakrophagen. 
 
 H37Rv hbhA∆ hbhA+ P-Wert (T-Test) 
 
A 
 
Phagozytoseratea  
 
    peritoneale Neutrophile     50,3± 3,3  28,2 ± 0,7      40,0 ± 1,4  < 0,0001 
    peritoneale Makrophagen  49,7± 0,4  30,7 ± 1.3      43,0 ± 0,7  < 0,0001 
 
Phagozytische Anzahlb        
 
    peritoneale Neutrophile     121 ± 6     48 ± 3          78 ± 2  < 0,001 
    peritoneale Makrophagen              186 ± 8                       95 ± 6       152 ± 8  < 0,001 
 
B 
 
Phagozytoseratea    
 
    Lungenmakrophagen               48,5± 1,9                   26,0 ±1,3       35,5±1,2   < 0,0001 
 
Phagozytische Anzahlb            
     Lungenmakrophagen                343 ± 32                     121± 7              208 ± 25   < 0,001 
 
 
a Prozentualer Anteil an Zellen, die mindestens ein Bakterium phagozytiert haben  
b Anzahl Bakterien in 100 Zellen 
* In vivo Phagozytose 2 h nach Infektion mit 108 CFU/Maus  
** Ex vivo Phagozytose über Nacht mit einer MOI Bakterien/Zellen von 5 
P für Wildtyp H37Rv vs. hbhA∆ 
 
 
4.3.1.1.3.3 Intrazelluläres Überleben von M. tuberculosis hbhA∆ in BMDM 
Die intrazelluläre Vermehrung des M. tuberculosis Parentalstammes, des M. tuberculosis 
hbhA∆ Stammes und des komplementierten hbhA∆ Stammes wurde in primären 
Makrophagen untersucht. Um die Vermehrungsrate der untersuchten M. tuberculosis 
Stämme vergleichen zu können, wurde die relative Vermehrung betrachtet. Die 
verminderte Aufnahme der M. tuberculosis hbhA∆ Knockout Mutante hat somit keinen 
Einfluss auf die Auswertung. 
Die drei Stämme zeigten jeweils eine Vermehrungsrate um den Faktor 100. Der hbhA∆ 
Knockout Stamm zeigt in den primären Makrophagen eine ähnliche Vermehrung wie der 
Wildtyp und die komplementierte Knockout Mutante (Abbildung 4-22). 
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Abbildung 4-22 Darstellung der relativen Vermehrungsrate von M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis 
hbhA∆ und M. tuberculosis Komplementation hbhA∆ in BMDM 
Relative Anzahl intrazellulärer Bakterien nach Infektion von BMDM von C57BL/6 Mäusen mit M. tuberculosis H37Rv (blau), 
M. tuberculosis hbhA∆ (rot) und M. tuberculosis Komplementation hbhA∆ über einen Zeitraum von 9 Tagen. Mittelwert ± 
Standardabweichung aus 3 unabhängigen Versuchen. 
 
 
4.3.1.1.3.4 Hemmung der Phagozytose von M. tuberculosis H37Rv in BMDM 
durch Heparin 
Eine verringerte Phagozytose von M. tuberculosis hbhA∆ durch primäre Makrophagen 
wird durch den Verlust von HbhA hervorgerufen. Eine Überprüfung der Bedeutung von 
HbhA als Heparin-bindendes Protein für die Phagozytose kann durch Zugabe des 
Kompetitors Heparin erfolgen. Sollte die Heparinbindungsaktivität von HbhA für die 
Phagozytose wichtig sein, sollte durch Zugabe von Heparin zum M. tuberculosis Wildtyp 
die Phagozytoserate deutlich verringert werden, während die Phagozytoserate der hbhA∆ 
Knockout Mutante nur unwesentlich oder gar nicht beeinflusst werden sollte. 
 
In Abbildung 4-23 ist der Effekt von exogenem Heparin auf die Phagozytoserate von 
M. tuberculosis Wildtyp und M. tuberculosis hbhA∆ durch BMDM dargestellt. Die Zugabe 
von 10 µg/ml Heparin zu der Bakteriensuspension reduzierte die Phagozytoserate des 
Wildtyps auf das Niveau der hbhA∆ Knockout Mutante, während das exogene Heparin 
keinen Einfluss auf die Phagozytoserate des M. tuberculosis hbhA∆ Knockouts hatte.  
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Abbildung 4-23 Darstellung des Einflusses von Heparin auf die Phagozytoserate von BMDM 
Relative Phagozytoserate von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis hbhA∆ in BMDM mit (blau) und ohne (gelb) 
Zugabe von 10 µg/ml Heparin. Mittelwert ± Standardabweichung von 3 unabhängigen Versuchen. Die Phagozytoserate des 
Wildtyps in Abwesenheit von Heparin wurde gleich 1 gesetzt. T-Test: ? p < 0,01. 
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5 Diskussion 
5.1 Virulenzfaktoren von M. tuberculosis 
Der Begriff „Virulenz“ leitet sich vom lateinischen Begriff virulentus (giftig) ab und ist 
definiert als Ausmass, in dem ein Erreger in einem empfänglichen Wirt eine Erkrankung 
(Schaden) hervorrufen kann. Virulenz ist nicht nur in Abhängigkeit vom Erreger zu 
betrachten, sondern stellt ein komplexes, dynamisches und veränderbares Phänomen 
dar, welches auch den Wirt als Variable beinhaltet (Casadevall & Pirofski, 1999). Für die 
Ausprägung der Virulenz eines Mikroorganismus müssen bestimmte mikrobielle 
Charakteristika, so genannte Virulenzfaktoren, exprimiert werden. Entsprechend werden 
Virulenzfaktoren als diejenigen Bestandteile eines Pathogens angesehen, welche dem 
Wirt Schaden zufügen, und deren Entfernung oder Inaktivierung zu einer Beeinträchtigung 
der Virulenz führt (Casadevall & Pirofski, 2001). Wichtige Virulenzfaktoren sind z.B. 
Kapseln, Toxine, Adhäsine und Proteasen (Finlay & Falkow, 1997). Aber auch Faktoren, 
welche die Wirtszellphagozytose hemmen oder den bakteriellen Stoffwechsel verändern, 
z.B. an intrazelluläre Bedingungen anpassen, können als Virulenzfaktoren wirken. 
 
In M. tuberculosis scheinen klassische Virulenzfaktoren, wie Toxine, zu fehlen (Desjardin 
& Schlesinger, 2000). In den letzten Jahren wurden verschiedene Gene identifiziert, 
welche zur Pathogenität und Virulenz von M. tuberculosis beitragen (Hernandez Pando et 
al., 2006). Diese Gene und Genprodukte können in verschiedene Virulenzgruppen, 
entsprechend ihrer bekannten oder vorausgesagten Funktion, eingeteilt werden. So wird 
beispielsweise in Sekretionsproteine, Zelloberflächenkomponenten und regulatorische 
Prozesse unterschieden (Smith, 2003). Insgesamt sind mindestens 200 Gene für die volle 
Ausprägung der M. tuberculosis Virulenz notwendig (Sassetti & Rubin, 2003), wobei die 
Funktion vieler dieser Gene noch nicht bekannt ist. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Gene unterschiedlicher Virulenzgruppen untersucht: 
mit den Adenylatcyclasen Rv1264 und Rv1625c (cya) wurden mögliche regulatorische 
Einflüsse des cAMP und der Adenylatcyclasen auf die Virulenz überprüft; AtpD und HbhA 
wurden als Vertreter sekretorischer Proteine ausgewählt.  
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5.1.1 Adenylatcyclasen und deren Produkt cAMP 
Adenylatcyclasen (AC) synthetisieren aus ATP den universellen second messenger cAMP 
(zyklisches Adenosin-3´,5´monophosphat). cAMP ist als Signalmolekül in eine Vielzahl 
von regulatorischen Prozessen des Wirtes aber auch verschiedener Erreger involviert 
(Lory et al., 2004). Bei Vibrio vulnificus ist cAMP beispielsweise an der globalen 
Genregulation beteiligt (Kim et al., 2005), während in Yersinia enterocolitica eine AC für 
die Expression von Virulenzgenen notwendig ist (Petersen & Young, 2002). Bei der Wirt-
Pathogen Interaktion können wirtseigene Adenylatcyclasen z. B. durch Toxine zur 
ständigen Synthese von cAMP stimuliert werden (CyaA von Bordetella pertussis (Guo et 
al., 2005a)) oder die Toxine selber besitzen Adenylatcyclasen Aktivität (Ödemfaktor; 
Bacillus anthracis (Abrami et al., 2005)). 
 
Die bakterielle Signaltransduktion ist ein komplexes System, in das viele verschiedene 
Strukturen und Signalsysteme involviert sind. So müssen beispielsweise eine Vielzahl von 
exogenen oder endogenen Veränderungen wahrgenommen werden wie Schwankungen 
des Sauerstoffgehalts, pH-Werts oder Nährstoffangebots. Integration und Reaktion auf 
diese Signale führt z.B. zur Anpassung des Metabolismus, der Physiologie und/oder des 
Verhaltens (Galperin, 2004).  
Die Rolle des cAMPs bei der Katabolitrepression wurde in E. coli sehr genau 
charakterisiert und gilt als Modell für die Genregulation durch cAMP in Prokaryoten 
(Botsford & Harman, 1992; Lawson et al., 2004). In Bakterien beeinflusst cAMP 
verschiedene zelluläre Funktionen wie Osmoregulation, Sporulation und Phototaxis 
(Baker & Kelly, 2004; Derouaux et al., 2004; Kimura et al., 2005; Kimura et al., 2002; 
Susstrunk et al., 1998a). Eine Regulation von Virulenzfaktoren durch cAMP konnte 
ebenfalls gezeigt werden (Smith et al., 2004; Wolfgang et al., 2003).  
 
Das Genom von M. tuberculosis H37Rv enthält 15 Gene, welche für Adenylatcyclasen der 
Klasse III kodieren (Cole et al., 1998; McCue et al., 2000). Diese hohe Anzahl lässt 
vermuten, dass das Signalmolekül cAMP eine wichtige Rolle bei der Pathogenität von 
Mykobakterien spielt. Als universeller Botenstoff könnte cAMP die eukaryotische 
Signaltransduktion stören, oder aber die eigene bakterielle Genexpression beeinflussen. 
Die Vermutung, dass in Folge einer M. tuberculosis Infektion synthetisiertes cAMP einen 
Einfluss auf das eukaryotische Signalsystem hat, wird durch eine Studie von Lowrie und 
Kollegen unterstützt (Lowrie et al., 1975). Nach Infektion von Makrophagen mit lebenden 
Mycobacterium microti wurde ein erhöhter intrazellulärer cAMP-Spiegel gemessen. Eine 
Erhöhung des cAMP-Spiegels nach der Infektion mit abgetötetem M. microti war jedoch 
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nicht festzustellen (Lowrie et al., 1975). Diese Erhöhung der cAMP Konzentration 
korreliert mit einer verminderten Phagosom-Lysosom Fusion (Lowrie et al., 1975; Lowrie 
et al., 1979). Dieser Befund kann dahingehend interpretiert werden, dass mykobakterielle 
AC direkt cAMP synthetisieren. Alternativ könnten durch lebende, nicht aber durch tote 
Mykobakterien wirtseigene AC aktiviert werden. Für viele der 15 annotierten 
Adenylatcyclasen von M. tuberculosis konnte eine cAMP-synthetisierende Aktivität 
nachgewiesen werden (Guo et al., 2001; Linder et al., 2002; Linder et al., 2004; Shenoy & 
Visweswariah, 2006; Shenoy et al., 2005; Sinha et al., 2005). Über die Funktion von 
cAMP in Mykobakterien ist jedoch noch wenig bekannt, obwohl es sowohl bei pathogenen 
als auch bei nicht-pathogenen Mykobakterien nachgewiesen werden konnte (Padh & 
Venkitasubramanian, 1976a; Padh & Venkitasubramanian, 1976b). Kürzlich konnte ein 
Einfluss von cAMP auf die mykobakterielle Genregulation nachgewiesen werden. Bei 
Sauerstoffmangel ist exogenes cAMP an der Genregulation von mindestens 15 Genen in 
Mykobakterien beteiligt (Gazdik & McDonough, 2005). Weitere Hinweise auf eine 
Beteiligung von cAMP ergeben sich auch aus der Charakterisierung des Genes Rv3676 
(crpMt) von M. tuberculosis, einem cAMP Rezeptorprotein. Die Deletion des Genes 
Rv3676 resultiert in einer in vivo Virulenzattenuation und in einer verminderten 
Vermehrung in Maus-Makrophagen (Rickman et al., 2005). Das Protein CRPMt wird als 
ein cAMP abhängiger Transkriptionsfaktor von M. tuberculosis angesehen. Dabei bildet 
CrpMt mit cAMP und DNA einen ternären Komplex. Mehr als 100 Gene werden durch das 
CrpMt Regulon reguliert (Bai et al., 2005). Unter den Genen des CrpMt Regulon befindet 
u.a. auch rpfA (Rv0867c), welches in die Regulation von Persistenz und Reaktivierung der 
Tuberkulose involviert sein könnte (Bai et al., 2005; Rickman et al., 2005). Beim 
Vergleichen von M. tuberculosis Crp mit dem orthologen Gen des attenuierten Stammes 
M. bovis BCG wurden Punktmutationen innerhalb des BCG Genes gefunden und es wird 
vermutet, das CRP und damit auch cAMP hier kein globaler Genregulator ist und damit 
Gene, welche für ein in vivo Überleben und die Persistenz notwendig sind, nicht 
exprimiert werden (Spreadbury et al., 2005). Unterschiede zwischen dem virulenten 
M. tuberculosis und dem Impfstamm M. bovis BCG sind somit mit Veränderungen des 
cAMP Regulons assoziiert. 
 
Auch Beobachtungen in anderen Bakterien der Ordung Actinomycetales weisen auf die 
Bedeutung des cAMP Stoffwechsels für die Physiologie dieser Gruppe von Bakterien im 
Allgemeinen und die Bedeutung von Rv1264 im besondern hin. Die physiologischen 
Untersuchungen einer S. coelicolor Mutante (Susstrunk et al., 1998a) und die 
biochemische Charakterisierung des M. tuberculosis Homologes Rv1264 (Tews et al., 
2005), weisen auf eine zentrale Bedeutung dieser AC unter sauren Bedingungen hin. Auf 
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dem durch das Wachstum angesäuertem Medium kommt es bei der S. coelicolor cya 
Mutante zu einem Wachstums- und Sporulationsende. Dieser beobachtete Effekt wird auf 
das Fehlen von cAMP, welches durch Cya synthetiseriert wird, zurückgeführt (Susstrunk 
et al., 1998b). In einer Arbeit von Tews und Kollegen konnte für die AC, kodiert durch den 
ORF Rv1264, gezeigt werden, dass der N-Terminus als pH Sensor fungiert und die 
höchste enzymatische Aktivität des Holoenzyms bei einem pH-Wert von 6,0 liegt (Tews et 
al., 2005). Durch die Aktivierung von Rv1264 könnte M. tuberculosis die eigene 
Genexpression regulieren oder aber die weitere Reifung des Phagosoms verhindern in 
dem es Wirtsfaktoren reguliert, welche an der Phagosomenreifung beteiligt sind. 
M. tuberculosis ist ein intrazelluläres Pathogen welches die Phagosomenreifung auf der 
Stufe eines frühen Endosoms inhibiert. Dieses frühe Endosom ist charakterisiert durch 
einen pH-Wert von ca. 6,3. Die pH-Sensitivität von Rv1264 qualifiziert diese AC für einen 
bakteriellen Sensor von M. tuberculosis und somit zur Wahrnehmung des 
intraphagosomalen pH-Wertes.  
 
Die hohe Aktivität von Rv1625c (cya) im heterologen Expressionsystem sowie eine 
Interaktion mit Adenylatcyclasen von Säugern, ließ vermuten, das Cya eine Rolle bei der 
Wirt-Pathogen Interaktion spielen könnte. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die zwei Adenylatcyclasen Rv1264 und cya von 
M. tuberculosis H37Rv in verschiedenen in vitro und in vivo Infektionsmodellen 
untersucht. 
5.1.2 Charakterisierung der Adenylatcyclase Mutanten  
Um die Hypothese von Rv1264 als bakteriellen Sensor in M. tuberculosis zu untersuchen, 
wurde eine M. tuberculosis Rv1264 Knockout Mutante generiert, bezeichnet mit Rv1264∆. 
Die Mutante wurde in in vitro und in vivo Infektionsmodellen untersucht. Der Rv1264∆ 
Stamm zeigte in vitro bei Wachstum im Flüssigkulturmedium Middlebrook 7H9 als auch 
auf dem Festmedium 7H10 ein zum Parentalstamm H37Rv identisches Verhalten. Bei 
den in vivo Untersuchungen im aerogenen, akuten Maus-Infektions-Modell konnten keine 
Unterschiede bezüglich der Virulenz (CFU, Organpathologie) zum Wildtyp M. tuberculosis 
beobachtet werden. Der M. tuberculosis Rv1264 Knockout Stamm ist nicht attenuiert. Die 
Inaktivierung von Rv1264 beeinflusst den akuten Verlauf einer mykobakteriellen Infektion 
somit nicht.  
 
Um eine mögliche Beteiligung von cya bei der Virulenz von M. tuberculosis zu 
untersuchen, wurde analog eine M. tuberculosis cya Knockout Mutante generiert (cya∆). 
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Dieser Stamm wurde ebenfalls in in vitro und in vivo Infektionsmodellen untersucht. Der 
cya∆ Knockout Stamm zeigte ein identisches Wachstum im Vergleich zum Parentalstamm 
H37Rv, sowohl in Flüssigkulturmedium als auch auf Festmedium. Im aerogenen, akuten 
Maus-Infektions-Modell fand sich kein Unterschied im Verlauf der mykobakteriellen 
Infektion zwischen cya∆ und dem Parentalstamm.  
 
Nachdem die zunächst generierten M. tuberculosis Rv1264∆ und cya∆ Stämme keine 
Attenuation im Vergleich zum Parentalstamm zeigten, wurde unter der Annahme einer 
Redundanz von Rv1264 und cya ein Adenylatcyclase-Doppel-Knockout Rv1264/cya 
generiert (Rv1264∆/cya∆). Die Rv1264∆/cya∆ Doppel-Knockout-Mutante zeigte 
identisches in vitro Wachstum sowohl im Vergleich zum Parentalstamm H37Rv wie auch 
zu den Einzel-Knockout-Mutanten Rv1264∆ und cya∆. Die zusätzlich durchgeführten 
Zellkultur- und Maus-Infektions-Modelle zeigten, dass der generierte Doppel-Knockout 
analog der Einzel-Knockouts nicht attenuiert ist und die gleichzeitige Inaktivierung von 
Rv1264 und cya den Verlauf der Infektion nicht beeinflusst. Die Untersuchungen zeigen 
somit, dass weder Rv1264 noch cya weder einzeln noch in Kombination für das 
Überleben von M. tuberculosis notwenig sind (Dittrich et al., 2006; Guo et al., 2005b).  
 
Die mit dem Einzel- und der Doppel-Mutante erhobenen in vivo Befunde lassen jedoch 
noch keine endgültigen Rückschlüsse auf die Bedeutung von cAMP bei der Virulenz von 
M. tuberculosis zu, da noch weitere Adenylatcyclasen im Genom von M. tuberculosis 
kodiert sind. Diese könnten gegebenenfalls eine hinreichende Menge an cAMP 
synthetisieren, um die für die Virulenzausprägung notwendige Gene zu regulieren oder 
aber auf das eukaryotische System einzuwirken. Um die Bedeutung der verschiedenen 
Adenylatcyclasen im Genom von M. tuberculosis weiter aufzuklären, ist die Generierung 
weiterer Adenylatcyclasen Knockout Stämme notwendig. Die Einzel-Knockout Mutanten 
insbesondere aber die Doppel-Knockout Mutante könnte sich als wichtiges Werkzeug für 
weitere Untersuchungen zur Bedeutung des mykobakteriellen cAMP Stoffwechsels 
eignen. Das Multiple-Knockout-Mutanten wichtige Werkzeuge bei der Untersuchung von 
redundanten Genen sind und damit Auskunft über Virulenzfaktoren geben können, wurde 
in einer kürzlich veröffentlichten Studie über die rpf ähnlichen Gene von M. tuberculosis 
deutlich (Downing et al., 2005). Die Deletion jedes einzelnen der fünf rpf Gene (A-E) von 
M. tuberculosis hatte keinen Einfluss auf das Wachstum oder der Überleben des 
Pathogens (Downing et al., 2004), während M. tuberculosis rpf Tripel-Knockout Mutanten 
signifikant im Maus-Infektions-Modell attenuiert waren (Downing et al., 2005). Ähnliches 
konnte für die Deletion von icl1 und icl2, Isocitrate Lyase Gene, von M. tuberculosis 
gezeigt werden (McKinney et al., 2000; Munoz-Elias & McKinney, 2005). Die Deletion von 
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M. tuberculosis icl1 hatte nur einen geringen Einfluss auf die bakterielle Vermehrung in 
Maus-Makrophagen, zeigte eine leichte Reduktion der Bakterien in der Lunge von 
Mäusen in der chronischen Phase der Infektion und eine verminderte Gewebspathologie. 
Die Deletion von icl2 hatte hingegen keinen erkennbaren Einfluss auf die Virulenz im 
Maus-Infektions-Modell. Im Gegensatz zu den in vitro und in vivo Ergebnissen der Einzel-
Mutanten icl1 und icl2 stehen die der icl1/icl2 Doppel-Mutante. Die icl1/icl2 Doppel-
Mutante zeigte eine starke Attenuation im Maus-Infektions-Modell. Innerhalb der ersten 2 
Wochen nach Infektion konnte eine starke Abnahme der CFU in Lunge und Milz der 
infizierten Mäuse beobachtete werden (Munoz-Elias & McKinney, 2005). Die genannten 
Beispiele der Multiplen-Knockout Mutanten von M. tuberculosis rpf und icl verdeutlichen 
die Bedeutung der Generierung solcher multiplen Mutanten bei der Untersuchung zur 
Pathogenität von M. tuberculosis.  
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5.1.3 AtpD  
AtpD ist als Bestandteil der F0F1-ATPase ein universell vorkommendes Protein. Diese 
ATPase nutzt einen elektrochemischen Gradienten zur Synthese von ATP, kann aber 
auch durch Hydrolyse von ATP einen elektrochemischen Gradienten aufbauen (Futai & 
Kanazawa, 1983; Futai et al., 1989). Die Erkenntnisse über die F0F1-ATPase stammen 
überwiegend aus Untersuchungen in E. coli. Zusätzlich zur Funktion im 
Grundstoffwechsel hat die F0F1-ATPase in verschiedenen Bakterien weitere Funktionen. 
Bei Untersuchungen anderer Bakterienspezies stellte sich heraus, dass die F0F1-ATPase 
und somit auch das AtpD an der Regulierung des zytoplasmatischen pH-Wertes beteiligt 
ist. So konnte bei Salmonella typhimurium nach kurzer Inkubation im sauren Milieu (pH 6), 
ein Anstieg der Proteinsynthese von F0F1-ATPase Untereinheiten beobachtet werden. Die 
Säuretoleranz, die u.a. durch die F0F1-ATPase vermittelt wird, sichert das Überleben von 
S. typhimurium bis zu einem pH von 4,5 (Foster & Hall, 1990; Foster & Hall, 1991). Bei 
Enterococcus faecalis konnte nach Ansäuerung des Kulturmediums ebenfalls ein Anstieg 
der F0F1-ATPase-Synthese nachgewiesen werden (Kobayashi et al., 1986; Shibata et al., 
1992). Die Regulation des intrazellulären pH-Werts, der im sauren Milieu durch 
Protonentransport aus der Zelle gewährleistet wird, ist für das Überleben unter diesen 
Bedingungen wichtig.  
 
Obwohl M. tuberculosis intrazellulär in einem leicht angesäuerten Habitat (ein Phagosom 
mit den Charakteristika eines frühen Endosoms) lebt, gibt es nur wenige Arbeiten zur 
Säurestressregulation bei Mykobakterien. Rao und Kollegen untersuchten die 
intrazelluläre pH-Regulierung bei M. smegmatis und M. bovis BCG bei saurem pH. 
Wachstum bei pH-Werten von 4,5 und 5,0 lässt darauf schliessen, das auch 
Mykobakterien ihren zytoplasmatischen pH regulieren können (Iivanainen et al., 1999; 
Rao et al., 2001; Sturgill-Koszycki et al., 1994). Eine Induktion der für die F0F1-ATPase 
kodierenden Gene konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Verschiedene 
Transkriptom- und Proteomanalysen von M. tuberculosis zeigen, dass eine Vielzahl von 
Genen unter verschiedenen in vitro Bedingungen wie z.B. Säurestress, Antibiotika und 
Nahrungsmangel verstärkt bzw. vermindert exprimiert werden. Eine Veränderung in der 
Transkription von atpD konnte jedoch nicht festgestellt werden (Boshoff et al., 2004; 
Fisher et al., 2002). Dies lässt vermuten, dass atpD konstitutiv exprimiert wird. 
 
atpD kodiert die katalytische β-Untereinheit der F0F1-ATPase. Nach Infektion der 
humanen Makrophagenzelllinie THP-1 wurde mykobakterielles AtpD im Zytoplasma der 
Wirtszelle gefunden (Ragno et al., 2001). Dieser Befund liess vermuten, dass AtpD nicht 
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nur eine Funktion bei der Generierung von ATP oder der Aufrechterhaltung des 
intrazellulären pH-Werts zukommt, sondern darüber hinaus in die Wirtszelle sekretiert 
wird. Als natürlicher Bestandteil der membrangebundenen F0F1-ATPase könnte 
M. tuberculosis AtpD mit der wirtseigenen vakuolären ATPase interagieren. Die vATPase 
ist essentiell für die Ansäuerung und weitere Reifung des Phagosoms. Im Vergleich zu 
anderen Phagosomen sind Phagosomen, die Mykobakterien enthalten, durch einen nur 
schwach sauren pH-Wert und einen verringerten Gehalt an vATPase charakterisiert 
(Sturgill-Koszycki et al., 1994).  
 
Um den Einfluss des atpD-Gens auf die Virulenz von M. tuberculosis zu untersuchen, 
wurde initial die Generierung eines M. tuberculosis atpD Knockout-Stammes versucht. 
Nach mehreren unabhängigen Gegenselektionen von 3´- und 5´atpD single crossover 
Stämmen, konnte jedoch kein M. tuberculosis atpD∆ Knockout-Stamm generiert werden. 
Kolonien mit einem KanR/SmR Phänotyp, welche auf ein zweites Rekombinationsereignis 
hindeuteten, wurden mit einer Frequenz von ~10-4 bis 10-6 bei der Gegenselektion von 
atpD sco Stämmen beobachtet. Von jeder Gegenselektion wurden acht Klone 
genotypisch charakterisiert. Bei keinem der insgesamt 24 getesteten Klone konnte ein 
zweites crossover Ereignis nachgewiesen werden. Innerhalb dieser Klone waren weiterhin 
ein Wildtyp und ein inaktives Allel vorhanden. Dies lässt auf die Essentialität des Genes in 
M. tuberculosis schliessen. In einer von Tran und Cook veröffentlichten Studie wurde die 
Essentialität des atpD Genes in M. smegmatis beschrieben (Tran & Cook, 2005). Die 
Autoren zeigten, dass atpD und somit die F0F1-ATP Synthase für das Wachstum von 
M. smegmatis essentiell ist. Desweiteren wurde von Sassetti und Kollegen atpD als 
essentielles Gen aufgrund einer saturierenden Himar1 Transposonmutagenese 
beschrieben (Sassetti et al., 2003). Die in dieser Arbeit generierten Daten stützen die 
Vermutung einer Essentialität von atpD in M. tuberculosis. Der gesamte F0F1-ATP 
Synthasekomplex scheint eine physiologische Rolle bei Mykobakterien besonders unter 
sauren Bedingungen zu spielen und stellt somit potentielle Zielstrukturen von Antibiotika 
dar (Piddington et al., 2000; Rao et al., 2001). Die F0F1-ATP Synthase ist kürzlich als 
Angriffspunkt für ein Tuberkulostatikum, R207910, ein Diarylquinolin, identifiziert worden 
(Andries et al., 2005). Innerhalb der F0F1-ATPase ist AtpE, welches für die C-Untereinheit 
im F0-Segment kodiert, die Bindungsstelle für das Antibiotikum. Die antibakterielle 
Wirkung von R207910 ist vermutlich auf eine Energieverarmung des Bakteriums oder 
aber auf eine Störung der pH Homöostase zurückzuführen (Andries et al., 2005). 
 
Neben einer Generierung von Knockout-Stämmen ist die Überexpression von 
Virulenzgenen eine weitere Möglichkeit, den Einfluss spezifischer Proteine auf die 
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Pathogenese zu untersuchen (Fol et al., 2006). Die Untersuchungen zur Expression und 
Sekretion von AtpD wurden mit verschiedenen genetischen Konstrukten durchgeführt, die 
eine Lokalisation der β-Untereinheit der F0F1-ATP Synthase von M. tuberculosis in der 
infizierten Zelle ermöglichen sollten. Zur Untersuchung der Expression des AtpD-
Fusionsproteins, wurden Totalprotein-Extrakte der transformierten Mykobakterien 
gewonnen. Eine Expression des Fusionsproteins konnte in M. tuberculosis und M. bovis 
BCG nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den N-terminal markierten Konstrukten 
zeigten die Expressionskonstrukte, die ein C-terminal markiertes AtpD exprimieren, eine 
deutlich schwächere Expression. Möglicherweise wird der C-Terminus des 
Expressionproteins vom verwendeten Antikörper schlecher erkannt als jener des N-
terminal markierten Expressionsproteins. Aufgrund einer unvollständigen Denaturierung 
des Proteins, könnte die HA-Erkennungssequenz für den Antikörper unzugänglich sein 
und damit ist die Expression nur schwer nachweisbar. Unter in vitro Kulturbedingungen 
war keine Sezernierung von AtpD zu beobachten, weder N- noch C-terminal markiertes 
AtpD konnte im Kulturüberstand von M. bovis BCG nachgewiesen werden. In 
M. tuberculosis wurde kürzlich ein neuartiges Proteinsekretionssystem identifiziert, 
welches für die Sekretion von Esat-6/CFP-10 verantwortlich ist. Esat-6/CFP-10 sind in der 
RD1-Region (region of difference) kodiert. Neben den sekretierten Proteinen Esat-6/CFP-
10 werden auch die Proteine des Sekretionsapparates Snm in der RD1-Region kodiert 
(Stanley et al., 2003). Bei der Entstehung von M. bovis BCG aus virulenten M. bovis 
wurde die RD1-Region deletiert und hat wahrscheinlich zur Attenuation des Erregers 
beigetragen (Mahairas et al., 1996). M. bovis BCG ist also nicht in der Lage, Proteine 
mittels dieses Sekretionssystems zu translozieren. Da der Sekretionsmechanismus von 
AtpD nicht bekannt ist, war nicht anzuschliessen, dass M. bovis BCG nicht über dass 
notwendige Sekretionssystem verfügt, um AtpD zu sekretieren. AtpD besitzt wie Esat-
6/CFP-10 keine Sekretionssequenz, welche von einem Sekretionssystemen erkannt 
werden kann. Dies ist ein Hinweis auf eine mögliche Sekretion von AtpD durch ein 
alternatives Sekretionssystem. Ursache für die nicht nachgewiesene AtpD-Sekretion in 
den Kulturüberstand von M. bovis BCG könnte die mangelnde Expression eines 
funktionierenden Sekretionsapparates sein. Da trotz der Fällung des Filtrats unter den 
Kulturbedingungen eine Sezernierung des markierten AtpD in den Kulturüberstand von 
M. tuberculosis nicht nachweissbar war, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die von 
Ragno und Kollegen erhobenen Daten ein Artefakt darstellen, welche auf eine Expression 
von AtpD und/oder eine besondere Stabilität dieses Proteins zurückzuführen ist (Ragno et 
al., 2001). Es wurden keine weiteren Anhaltspunkte für eine Sezernierung des 
mykobakteriellen AtpD gefunden. 
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5.1.4 HbhA  
In den vergangenen Jahren zeigten Untersuchungen von Zellwandkomponenten aus 
Mykobakterien, insbesondere aus M. tuberculosis, dass viele dieser Komponenten (z.B. 
Lipoarabinomannan und verschiedene Proteine) eine wichtige Rolle in der Virulenz 
spielen. Die mykobakterielle Zellwand bietet Schutz vor toxischen Molekülen (ROI – 
reactive oxygen intermediates; RNI – reactive nitrogen intermeditates), welche von 
Makrophagen gebildet werden und verhindert die Reifung des Phagosms zum 
Phagolysosom (Bogdan et al., 2000; Daffe & Draper, 1998; Raja, 2004). Die Zellwand 
wird generell als wichtiger mykobakterieller Virulenzfaktor angesehen und ist auch bei der 
Adhäsion der Bakterien an Makrophagen von Bedeutung. Für intrazelluläre Pathogene ist 
die Adhäsion an die eukaryotische Zelle eine wichtige Voraussetzung für eine Infektion. 
Adhäsionsfaktoren, Adhäsine genannt, die dem spezifischen Anhaften an Wirtszellen über 
Adhäsin-Rezeptor-Interaktionen dienen, stellen somit wichtige bakterielle Virulenzfaktoren 
dar. Es ist jedoch kaum bekannt, welche Komponenten tatsächlich an einer vermittelnden 
Bindung zwischen Mykobakterium und Makrophage beteiligt sind (Smith, 2003; Stokes et 
al., 2004).  
 
Eine wichtige Funktion der Makrophagen ist die Phagozytose von Mikroorganismen, für 
deren Bindung eine große Anzahl verschiedener Rezeptoren zur Verfügung stehen. Über 
die Aufnahmemechanismen von Mykobakterien durch Makrophagen ist jedoch noch 
wenig bekannt (Bermudez & Sangari, 2001; El-Etr & Cirillo, 2001; Villeneuve et al., 2005). 
Der Komplementrezeptor 3 (CR3) scheint eine besonderer Bedeutung bei der 
Phagozytose von Mykobakterien zu haben (Rooyakkers & Stokes, 2005; Velasco-
Velazquez et al., 2003). Über Liganden des Bakteriums ist nur sehr wenig bekannt.  
 
HbhA ist ein Glykoprotein, welches als ein Adhäsin bei pathogenen Mykobakterien, 
jedoch nicht bei apathogenen Mykobakterien, beschrieben wurde. Es dient als ein 
wichtiges Adhäsin bei der Bindung an Epithelzellen und der extrazellulären Matrix 
(Menozzi et al., 1998; Menozzi et al., 1996). Eine von Pethe und Kollegen generierte 
M. tuberculosis hbhA Knockout Mutante  zeigt eine Attenuation im Maus-Infektions-
Modell, welche auf eine fehlende Kolonisierung der Milz nach intranasaler Infektion 
zurückzuführen ist. Aus dieser Beobachtung wurde der Schluss gezogen, dass HbhA 
entscheident für die extrapulmonale Streuung (Dissemination) ist, jedoch nicht für die 
Phagozytose durch professionellen Phagozyten (Mueller-Ortiz et al., 2002; Pethe et al., 
2001a). In einer Untersuchung von Leemans und Kollegen (Leemans et al., 2003) wurde 
die Rolle von CD44 als Bindungsstelle bei der Aufnahme von M. tuberculosis durch 
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Makrophagen untersucht. Dabei identifizierten sie CD44 als eine Bindestelle für 
M. tuberculosis, welche die mykobakterielle Phagozytose durch Makrophagen vermittelt. 
Diese Beobachtung machte eine erneute Untersuchung der Bedeutung von 
M. tuberculosis HbhA bei der Interaktion mit professionellen Phagozyten notwendig. 
5.1.4.1 M. tuberculosis HbhA ist an der Interaktion mit primären 
Makrophagen beteiligt 
Um eine Beteiligung des Proteins bei der Interaktion von pathogenen Mykobakterien mit 
verschiedenen primären Zellen zu untersuchen, wurde der M. tuberculosis hbhA Knockout 
Stamm hbhA∆ generiert. Dieser Stamm wurde in verschiedenen in vitro und in vivo 
Infektions-Modellen untersucht. Bei den in vivo Untersuchungen im Maus-Infektions-
Modell konnte eine Attenuation des hbhA∆ Stammes festgestellt werden. Sowohl die 
verringerte Anzahl von CFU des hbhA∆ Stammes in verschiedenen Organen, als auch die 
längere Überlebenszeit hbhA∆ infizierter Mäuse zeigen, dass die hbhA∆ Mutante einen 
Virulenzphänotyp aufweist. Der hbhA∆ Stamm zeigte sowohl beim in vitro Wachstum im 
Flüssigkulturmedium 7H9 als auch auf dem Festmedium 7H10 keinerlei Unterschiede 
zum Parentalstamm M. tuberculosis H37Rv. Die weiteren Virulenzuntersuchungen von 
hbhA∆ im Zellkultur-Infektions-Modell mit BMDM zeigten, dass HbhA keinen Einfluss auf 
die intrazelluläre Vermehrung von M. tuberculosis hat. Dies lässt vermuten, dass die 
beobachtete in vivo Attenuation des hbhA∆ Knockout Stammes weder auf eine 
verminderte Fitness noch auf eine verringerte intrazelluläre Vermehrung zurückzuführen 
ist. Kürzlich veröffentlichte Studien weisen darauf hin, dass neutrophile Granulozyten bei 
der Pathogenese mykobakterieller Infektionen eine wichtige Rolle spielen, und dass 
neutrophile Granulozyten in der Lage sind, als Vektoren für lebende Mykobakterien zu 
dienen (Abadie et al., 2005; Eruslanov et al., 2005).  
Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete in vivo Attenation der hbhA∆ Mutante ist 
vergleichbar mit vorhergehenden Veröffentlichungen (Mueller-Ortiz et al., 2002; Pethe et 
al., 2001a). Die verlängerte Überlebenszeit der mit hbhA∆ Knockout Stamm infizierten 
Mäuse geben die verringerte bakterielle Anzahl der Bakterien in der Lunge diese Mäuse 
wieder. Basierend auf den Beobachtungen, dass die Inaktivierung von hbhA die Adhäsion 
an und Invasion in Epithelzellen, jedoch nicht an Maus- oder Humanmakrophagen, 
vermindert ist, vermuteten Pethe und Kollegen, dass die reduzierte extrapulmonale 
Dissemination dieser Mutante im intranasalen Maus-Infektions-Modell auf eine direkte 
Interaktion mit nicht-phagozytischen Zellen zurückzuführen ist (Pethe et al., 2001a). Pethe 
und Kollegen zeigten, dass kein Phagozytoseunterschied zwischen einer hbhA∆ Mutante 
und den Parentalstamm in Makrophagen besteht, jedoch eine Reduktion der Phagozytose 
bei Lungenepithelzellen (Pethe et al., 2001a). Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten 
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Daten, zeigen ein signifikaten Phagozytosedefekt der hbhA∆ Mutante im Vergleich zum 
Parentalstamm H37Rv. Pethe et al. verwendeten in ihren Studien die Zellkulturlinie J774 
während in der vorliegenden Arbeit die Untersuchungen zur Phagozytose mit primären 
Zellen durchgeführt wurden. Aus verschiedenen Studien ist bekannt, das immortalisierte 
Zelllinen mit ihren Charakteristika nicht repräsentativ für primäre Zelltypen, von denen sie 
abgeleitet wurden, sein müssen (Stahl & Gordon, 1982; Yan & Cirillo, 2004). So wird 
beispielsweise der Mannoserezeptor, welcher bei der Adhäsion von M. tuberculosis an 
phagozytische Zellen beteiligt ist, auf primären Makrophagen jedoch nicht auf J774 oder 
anderen immortalisierten Zelllinen exprimiert (Stahl & Gordon, 1982). Möglicherweise ist 
die differenzielle Expression dieses Reszeptors eine Erklärung für die beobachteten 
Unterschiede. Die angewendeten in vivo und ex vivo Infektionsversuche mit 
verschiedenen eukaryotischen Zelltypen (peritoneale neutrophile Granulozyten, 
peritoneale Makrophagen, Lungenmakrophagen, Knochenmarkzellen) mit M. tuberculosis 
H37Rv und hbhA∆ ergaben, dass sowohl die Phagozytoserate als auch die 
phagozytische Anzahl des hbhA∆ Stammes im Vergleich zum Parentalstamm vermindert 
sind. Der Phagozytosedefekt konnte in allen untersuchten professionellen Phagozyten 
beobachtet werden, sowohl in in vivo als auch in ex vivo Infektionsversuchen. Somit kann 
HbhA als ein wichtiger Ligand für professionelle Phagozyten angesehen werden. Eine 
Überprüfung der Spezifität der HbhA vermittelten Phagozytose bei verschiedenen 
primären Zellen erfolgte mittels eines Kompetitors. Eine Blockierung der HbhA-Rezeptor-
Interaktion wurde durch Zugabe von exogenem Heparin zu den primären Zellen erreicht. 
Die Zugabe von Heparin zu M. tuberculosis H37Rv hat eine verminderte Phagozytose 
durch BMDM zur Folge, während diejenige des hbhA∆ Stammes unverändert blieb. 
Dieses Resultat macht deutlich, das HbhA ein Ligand für einen spezifischen Rezeptor ist 
und eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion und Phagozytose spielt. HbhA kann jedoch 
nicht das einzige Adhäsin darstellen, da die Phagozytose des Wildtyps in Gegenwart von 
Heparin noch ca. 65% beträgt. Kürzlich konnte von Sechi und Kollegen gezeigt werden, 
dass auch das Pathogen M. avium subp. paratuberculosis (MAP) ein HbhA aufweist, 
welches dem von M. tuberculosis homolog ist (Sechi et al., 2006). Das HbhA Protein von 
MAP wird an der Zelloberfläche exprimiert und vom Immunsystem des Wirts erkannt. Es 
ist an einer Adhäsion des Bakteriums beteiligt. Ein weiteres Adhäsin könnte die 
Malatsynthase von M. tuberculosis sein. Dieses Enzym weist lamininbindende 
Eigenschaften auf (Kinhikar et al., 2006). Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass 
HbhA in wichtiges Adhäsin für die Interaktion mit allen professionellen Phagozyten des 
Wirtes ist und dass die verspätete Streuung in die sekundären Organe auf eine 
verringerte Vermehrung in den primär infizierten Organen zurückzuführen ist (Mischenko 
et al., 2006). 
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7 Anhang 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
% Prozent 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
AC Adenylat Cyclase 
Amp Ampicillin 
AMP Adenosinmonophosphat 
AP Alkalische Phosphatase 
Aph Aph-Kassette 
ATCC American Type Culture Collection 
ATP Adenosintriphosphat 
BAC Bacterial Artificial Chromosome 
BCG Bacille Calmette-Guérin 
BMDM 
Knochenmarkszellen differenzierte Makrophagen (Bone Marrow Derived 
Macrophages) 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
bzw. Beispielsweise 
C Elektrische Kapazität 
ca.  ungefähr 
CaCl2 Calciumchlorid 
cAMP zyklisches AMP 
CFU koloniebildende Einheit (Colony forming units) 
Cm Chloramphenicol 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
d Tag 
dATP Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
dGTP Desoxyguanosintriphospat 
DMEM Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dTTP Desoxythymidintriphosphat  
dUTP Desoxyuraciltriphosphat 
E. coli Escherichia coli 
EB Elutions Puffer (elution buffer) 
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EDTA Ethylendiamintetraacetat 
et al. Et altera; und andere 
EtBr Ethidiumbromid 
FCS Fötales Kälberserum (Fetal Calf Serum) 
fmol Femtomol 
g Gramm 
h Stunde 
H2O Wasser 
HA Influenza Hämagglutinin Protein 
HCl Salzsäure 
Hyg Hygromycin B 
i.p. intraperitonal 
i.t. intratracheal 
i.v. intravenös 
IPTG 1-Isopropyl-β-1-thiogalactopyranosid 
Kan Kanamycin 
kb Kilobasen 
kD Kilodalton 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
ko  knockout 
kV Kilovolt 
kΩ Kiloohm 
l Liter 
LB Luria-Bertani 
LCCM L-cell conditioned Medium 
M Molar 
M.  Mycobacterium  
MDR Multiresistenz (multidrug resistant) 
mg Milligramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
min Minute 
ml Milliliter 
mM Millimol 
MOI Multiplizität der Infektion 
MST Maximale Überlebenszeit (mean survival time) 
N Normal 
Na2H2PO4 Dinatriumdihydrogenphosphat 
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 
NaCl Natriumchlorid 
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NaOH Natronlauge 
NaPO4 Natriumphosphat 
ng Nanogramm 
nt Nukleotide 
ºC Grad Celsius 
OD Optische Dichte 
ORF Offenes Leseraster (open reading frame) 
p.A. pro Analysis (Analyserein) 
PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerasen-Kettenreaktion 
PDVF Polyvinylidenfluorid 
pH Konzentration der H+-Ionen in einer Lösung, pH Wert 
pmol Pikomol 
R Elektrischer Widerstand oder Resistenz 
RD region of difference 
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT Raumtemperatur 
sco single crossover 
SD Standardabweichung (Standard deviation) 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sec Sekunde 
SM Streptomycin 
SPF Spezifisch Pathogen frei 
Ta Anlagerungs-Temperatur 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TBS Tris gepufferte Kochsalzlösung (Tris buffered Saline) 
TBST Tris gepufferte Kochsalzlösung mit Tween (Tris buffered Saline-Tween) 
TE Tris-EDTA 
Tm Schmelztemperatur 
Tris Tris(hydroxylmethly)-aminoethan 
U Elektrische Spannung oder Enzymeinheit (Unit) 
u.a. unter anderem 
UV Ultraviolett 
V Volt 
v.a. vorallem 
v/v Volumeneinheit pro Volumeneinheit 
Vol. Volumen 
w/v Gewichtseinheit pro Volumeneinheit (weight per volume) 
WHO Weltgesundheitsorganisation (world health organisation) 
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wt  Wildtyp 
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactooyranosid 
z.B. zum Beispiel 
µF Mikrofarad 
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Summary
The adenylyl cyclase Rv1625c from 
 
Mycobacterium
tuberculosis
 
 codes for a protein with six transmem-
brane spans and a catalytic domain, i.e. it corre-
sponds to one half of the pseudoheterodimeric
mammalian adenylyl cyclases (ACs). Rv1625c is
active as a homodimer. We investigated the role of the
Rv1625c membrane domain and demonstrate that it
efficiently dimerizes the protein resulting in a 7.5-fold
drop in 
 
K
 
m
 
 for ATP. Next, we generated a duplicated
Rv1625c AC dimer by a head-to-tail concatenation.
This produced an AC with a domain order exactly as
the mammalian pseudoheterodimers. It displayed
positive cooperativity and a 60% increase of 
 
v
 
max
 
 com-
pared with the Rv1625c monomer. Further, we probed
the compatibility of mycobacterial and mammalian
membrane domains. The second membrane anchor in
the Rv1625c concatamer was replaced with mem-
brane domain I or II of rabbit type V AC. The mycobac-
terial and either mammalian membrane domains are
compatible with each other and both recombinant
proteins are active. A 
 
M. tuberculosis
 
 Rv1625c knock-
out strain was assayed in a mouse infection model.
 
In vitro
 
 growth characteristics and 
 
in vivo
 
 organ infec-
tion and mortality were unaltered in the knockout
strain indicating that AC Rv1625c alone is not a viru-
lence factor.
Introduction
 
Cyclic AMP (cAMP) is a universal signal molecule that is
present in virtually all organisms. This ubiquity accounts
for the scientific interest devoted to adenylyl cyclases
(ACs) which are responsible for the biosynthesis of cAMP.
Thus far, ACs have been classified into six classes which
appear unrelated in their primary structure (Barzu and
Danchin, 1994; Sismeiro 
 
et al
 
., 1998; Cotta 
 
et al
 
., 1998;
Tellez-Sosa 
 
et al
 
., 2002). In 
 
Mycobacterium tuberculosis
 
15 genes code for class III ACs of variant domain compo-
sitions (Cole 
 
et al
 
., 1998; McCue 
 
et al
 
., 2000). This large
panel of ACs suggests that cAMP formation may contrib-
ute to pathogenesis, e.g. by interfering with the macroph-
age-intrinsic signal transduction system. This hypothesis
is supported by the observation that cAMP levels are
elevated in cultured macrophages which have ingested
living mycobacteria but not in those which have ingested
dead bacteria (Lowrie 
 
et al
 
., 1975).
Here, we deal with the mycobacterial AC encoded by
the gene 
 
cya
 
, designated as Rv1625c (DDBJ/EMBL/Gen-
Bank Accession No. AF017731). It corresponds exactly to
one half of the nine membrane-bound, pseudohet-
erodimeric ACs present in mammals. The latter consist of
two diverged membrane domains with six transmembrane
spans each (MI and MII) and two conserved catalytic
domains (C1a, C2) following each membrane anchor. The
MIC1a and MIIC2 segments are joined in tandem by a
linker termed C1b and form an active pseudoheterodimer
(Krupinski 
 
et al
 
., 1989). The membrane anchors account
for about 40% of the proteins and interact in an isoform-
specific manner (Seebacher 
 
et al
 
., 2001). Regulatory sig-
nals directly acting on the membrane domains are
unknown (Linder and Schultz, 2003). The mammalian
ACs are pseudosymmetric with one catalytic site and a
degenerate second site. Rv1625c is active as a
homodimer with two active sites (Guo 
 
et al
 
., 2001). The
catalytic domain of Rv1625c has 40% similarity to C1a
from dog AC type V and 45% to C2 from rat AC type II
which were co-crystallized. The six canonical catalytic
amino acids are conserved in register in Rv1625c (Tesmer
 
et al
 
., 1997; Zhang 
 
et al
 
., 1997; Guo 
 
et al
 
., 2001). An
alignment of the AC Rv1625c membrane spans with MI
or MII of rabbit type V AC revealed no significant similarity.
This indicates that the mycobacterial and mammalian AC
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membrane domains either do not share a common ances-
tor or that they have degenerated beyond recognition.
Although many biochemical properties of the catalytic
homodimer of AC Rv1625c resemble those of mammalian
ACs (Guo 
 
et al
 
., 2001), the generation of an active cyclase
dimer from a mammalian and an AC Rv1625c catalytic
domain is not possible (Linder 
 
et al
 
., 2004a). This indi-
cates incompatible structural differences which preclude
a productive interaction of the mycobacterial and mam-
malian catalytic domains.
We asked whether the membrane domain of AC
Rv1625c in addition to targeting the protein to the mem-
brane may contribute directly to enzyme activity, e.g. by
enhancing dimerization. In an attempt to assess the
potential progenitor – successor relationship of AC
Rv1625c and its mammalian congeners we further asked
whether a mammalian-like pseudoheterodimeric AC can
be generated from Rv1625c. Further to this point we
wished to study the potential interaction of mycobacterial
and mammalian membrane domains in chimeric ACs and
find out by generation of an Rv1625c gene knockout strain
of the infectious 
 
M. tuberculosis
 
 H37Rv whether Rv1625c
has a direct bearing on virulence and pathogenicity
because alterations in cAMP levels might orchestrate bac-
terial adaptations through regulation of gene expression
during different states of infection. Alternatively, cAMP
produced by 
 
M. tuberculosis
 
 might interfere with host cell
defence pathways.
 
Results
 
Characterization of adenylyl cyclase Rv1625c
 
We expressed the N-terminally His-tagged AC Rv1625c
holoenzyme in 
 
Escherichia coli
 
 (Fig. 1). After isolation of
membranes and solubilization with 1% polydocanol the
protein was purified by Ni-NTA chromatography (Fig. 2).
The specific activity of the holoenzyme was independent
of protein concentration over the testable range (Fig. 3) in
contrast to the isolated catalytic domain Rv1625c
 
204-443
 
which has a 
 
K
 
diss
 
 of 2 
 
m
 
M (Guo 
 
et al
 
., 2001). Obviously,
the membrane anchor dimerizes already at nM concen-
trations. Because AC measurements below 5 
 
¥
 
 10
 
-
 
9
 
 M
protein were technically unfeasible, no dissociation con-
stants for the holoenzyme could be determined. It had a
pH optimum of 7.5 (tested range 4–9.5), 
 
K
 
m
 
 values of 20
and 440 
 
m
 
M ATP with Mn
 
2
 
+
 
 and Mg
 
2
 
+
 
 as cations, respec-
tively, and a 
 
v
 
max
 
 of 2.1 
 
m
 
mol cAMP mg
 
-
 
1
 
 min
 
-
 
1
 
 (Mn
 
2
 
 
 
±
 
 ATP
as a substrate; Table 1). These values were similar to
those reported for the isolated catalyst (Guo 
 
et al
 
., 2001)
demonstrating that a major function of the membrane
anchor is a gain in dimerization efficiency. Obviously, the
catalytic domain alone as a truncated version of Rv1625c
cannot coalesce equally effective into a catalyst although
otherwise it displays all enzymatic properties of a canon-
 
Fig. 1.
 
Schemes of protein constructs used in this study. The catalytic 
domain of the mycobacterial AC Rv1625c comprises residues 204–
443. Membrane domain I (MI) and membrane domain II (MII) from 
the rabbit type V AC (GenBank Accession No. Z29371) correspond 
to residues 245–398 and 768–1008 respectively. All constructs con-
tain the cytosolic mycobacterial N-terminal residues 1–46. A scheme 
how the catalytic domains are formed is in Guo 
 
et al
 
. (2001).
CtubMtub
CtubMtub CtubMtub
CtubMtub CtubMIACV
CtubMtub CtubMIIACV
CtubMIACV
CtubMIIACV
A
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C
D
E
F
AC Rv1625c
(MI)-Rv1625c
(MII)-Rv1625c
Rv1625c-Rv1625c
Rv1625c-(MI)-Rv1625c
Rv1625c-(MII)-Rv1625c
 
Fig. 2.
 
Purity of recombinant AC Rv1625c holoenzyme, mutants and 
linked dimer (Rv1625c)
 
2
 
 12.5% SDS-PAGE; coomassie blue staining; 
molecular mass standards on the left. Amounts of proteins loaded 
were 2.5 
 
m
 
g of AC Rv1625c; 4.5 
 
m
 
g of Rv1625c-R376A; 3.5 
 
m
 
g of 
Rv1625c-D300A; 2 
 
m
 
g of (Rv1625c)
 
2
 
. The specific activities assayed 
at 75 
 
m
 
M Mn
 
2
 
 
 
±
 
 ATP and 40 nM AC Rv1625c, 1 
 
m
 
M mutant proteins 
and 15 nM (Rv1625c)
 
2
 
 are given below each lane.
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ical class III AC (Guo 
 
et al
 
., 2001). The absence of the
membrane domain did not result in a partially misfolded
protein because the catalytic fold itself delicately partici-
pates in dimerization (see also Sinha 
 
et al
 
., 2005).
Previously, we have shown that a canonical metal co-
ordinating aspartate when mutated to alanine (D300A) in
the AC Rv1625c catalytic domain functionally generated
a mammalian C2 domain. Similarly, mutation of a transi-
tion-state stabilizing arginine in Rv1625c to alanine
(R376A) generated a mammalian AC C1a equivalent.
Those mutants are individually inactive, but when mixed
reconstitute a single catalytic site with wild-type AC
activity (Guo 
 
et al
 
., 2001). Now, we made two similarly
complementary Rv1625c holoenzyme point mutants,
Rv1625c-D300A, equivalent to a mammalian MIIC2 unit
and Rv1625c-R376A as an equivalent for a mammalian
MIC1a unit, to characterize the interaction of the mem-
brane domains (Fig. 1). Both proteins were expressed,
solubilized and purified to SDS-PAGE homogeneity by Ni-
NTA chromatography (Fig. 2). We then investigated
whether the attached membrane anchor allows or pro-
motes complementation.
Rv1625c-D300A was inactive up to 10 
 
m
 
M and
Rv1625c-R376A had a residual activity of 6 nmol
cAMP mg
 
-
 
1
 
 min
 
-
 
1
 
, i.e. 1.2% of wild-type activity (Fig. 4A).
Upon titration of 45 nM Rv1625c-R376A with Rv1625c-
D300A only 12% of activity was reconstituted compared
with wild-type activity (1.7 
 
m
 
mol cAMP mg
 
-
 
1
 
 min
 
-
 
1
 
;
Fig. 4A). Pre-incubation of the mutant mix at 30
 
∞
 
C for up
to 20 min increased the reconstitution efficiency only mar-
ginally. Most likely the individual mutant proteins were
stably dimerized by their membrane anchors and this pre-
vented the interchange of monomers required for forma-
tion of an active fold. Similarly, an attempt to reconstitute
activity with 45 nM of the membrane-containing Rv1625c-
R376A mutant and 10 
 
m
 
M of the complementary soluble
catalytic Rv1625c
 
204-443
 
-D300A mutant was for the most
part unsuccessful. The apparent 
 
v
 
max
 
 was only 0.11 
 
m
 
mol
cAMP mg
 
-
 
1
 
 min
 
-
 
1
 
 or 6.4% of wild-type activity (Fig. 4A).
Finally, we determined the dimerization of the AC
Rv1625c holoenzyme and individual mutant proteins by
cross-linking with glutaraldehyde (Fig. 4B). After 20 s
about 40% was cross-linked and after 10 min 100% of the
protein appeared as a dimer on a Western blot, monomers
were absent and no higher oligomers were detected
(Fig. 4B). Taken together this demonstrated that AC
Rv1625c holoenzyme, wild type as well as individual
mutant proteins, was efficiently and stably dimerized via
their membrane domains. The failure to fully reconstitute
enzyme activity from individually inactive monomers
therefore resulted from the slow monomer interchange.
 
Generation of a mammalian-like AC from the Rv1625c 
AC holoenzyme
 
So far membrane-bound mammalian AC holoenzymes,
MIC1-MIIC2, cannot be successfully expressed in 
 
E. coli
 
and this restricted the biochemical investigation of this key
molecule in an unabridged version. In view of the similarity
in sequence and structure of the homodimeric and
pseudoheterodimeric class III AC catalytic centres (Sinha
 
et al
 
., 2005; Steegborn 
 
et al
 
., 2005), it was obvious to ask
what are the evolutionary advantages of the tandem com-
position of mammalian ACs compared with the one mem-
brane anchor and one catalytic domain topology such as
in AC Rv1625c. Therefore, we created a mammalian-like
AC consisting only of mycobacterial building blocks by
joining the C-terminus of one AC Rv1625c molecule to the
N-terminus of a second one resulting in (Rv1625c)
 
2
 
 (see
 
Fig. 3.
 
The specific activities of all constructs containing a membrane 
domain are independent of the protein concentration. (
 
H17009
 
), AC 
Rv1625c; (
 

 
) (Rv1625c)
 
2
 
; (
 

 
) Rv1625c-(MI)-Rv1625c; (
 

 
), 
Rv1625c-(MII)-Rv1625c. Assays were carried out with 850 
 
m
 
M 
Mn
 
2
 
+
 
-ATP for 4 min.
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Table 1.
 
Kinetic characterization of adenylyl cyclase constructs.
Enzyme
 
K
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Fig. 1D for scheme of domain composition). The 96 kDa
protein was expressed in E. coli as a membrane protein.
After membrane isolation and solubilization with 1% poly-
docanol (Rv1625c)2 was purified by Ni-NTA affinity chro-
matography to homogeneity (Fig. 2). As expected, AC
activity was linear with the protein concentration (Fig. 3).
The Km for Mn2 ± ATP was 16 mM and vmax was 3.5 mmol
cAMP mg-1 min-1, i.e. 60% higher than for the monomer
(Table 1). A Hill coefficient of 1.3 indicated positive coop-
erativity (Table 1). This proved that a mammalian-like AC
can be expressed in E. coli, be targeted to the cell mem-
brane and correctly assembled in the lipid bilayer as an
active entity. The kinetic parameters suggested that the
tandem topology promotes formation and stabilization of
the catalytic fold, enhances cooperativity between the two
active sites and increases the catalytic activity and the
affinity for ATP as a substrate.
The mycobacterial membrane domain is compatible with 
mammalian membrane domains
Initially, we constructed two chimeric proteins, in which the
mycobacterial membrane anchor was replaced by either
MI or MII from rabbit type V AC. In these constructs
residues 1–46 of the AC Rv1625c N-terminus which is
cytosolic were retained to facilitate expression. (MI)-
Rv1625c (49.4 kDa) consisted of residues 1–46 from AC
Rv1625c, residues 245–398, i.e. the first six transmem-
brane spans from rabbit type V AC, and the mycobacterial
catalytic domain (residues 204–443; see Fig. 1B for
scheme of domain composition). The second construct
contained residues 768–1008, i.e. the second membrane
domain from rabbit type V AC, (MII)-Rv1625c, with a
molecular mass of 59 kDa due to the more extended loop
regions between individual transmembrane spans (see
Fig. 1C for scheme of domain composition). After purifi-
cation a Western blot showed them to be intact (data not
shown). Both (MI)-Rv1625c and (MII)-Rv1625c were inac-
tive although cross-linking experiments established that
each protein did homodimerize (data not shown). The
inactivity of the (MI)-Rv1625c and (MII)-Rv1625c proteins
most likely resulted from the replacement of the mycobac-
terial membrane domain which impaired assembly of an
active catalytic fold. Further, we were unable to see AC
activity upon mixing of (MI)-Rv1625c and (MII)-Rv1625c
proteins albeit the membrane anchors originated from the
same AC isozyme. This failure may again indicate the
inability of a monomer interchange as described above for
the Rv1625c-D300A and Rv1625c-R376A proteins. The
findings are in agreement with functional assays and data
from fluorescence resonance energy transfer (Seebacher
et al., 2001; Gu et al., 2002).
Next, we generated the chimeric concatamer Rv1625c-
(MI)-Rv1625c. In this derivative of (Rv1625c)2 the second
membrane domain was replaced by MI of type V AC (see
Fig. 1E for scheme of domain composition). The amino
acid boundaries were as described above for (MI)-
Rv1625c. Rv1625c-(MI)-Rv1625c was expressed in E.
coli and the 97 kDa protein was purified (Fig. 5). The
specific activity at 75 mM ATP was 1.0 mmol cAMP mg-1
min-1, i.e. about 40% less than that of (Rv1625c)2. Is the
intramolecular compatibility of the different membrane
domains the cause for formation of an active catalytic
interface or does dimerization of the catalytic halves pro-
Fig. 4. Reconstitution of adenylyl cyclase activity from holoenzyme mutants and Western blot analysis.
A. 45 nM Rv1625c-R376A was titrated with Rv1625c-D300A () and with Rv1625c204-443-D300A (). Unpaired control incubations were 45 nM 
Rv1625c-R376A (); Rv1625c-D300A (H17009) and Rv1625c-D300A204-443 (). Assays were with 850 mM Mn2+-ATP for 4 min.
B. Glutaraldehyde (14 mM) induced dimerization of AC Rv1625c (29 nM), Rv1625c-D300A (30 nM), Rv1625c-R376A (27 nM); (1) 0 min cross-
linking reaction, (2) 20 s and (3), 10 min. A specific antibody directed against Rv1625c204-443 was used.
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ceed intermolecularly between two different protein enti-
ties? To answer this question we linked Rv1625c-D300A
(an inactive MIIC2 equivalent) and (MI)-Rv1625c-R376A
(an inactive MIC1a equivalent) tail to head creating
Rv1625c-D300A-(MI)-Rv1625c-R376A. For AC activity to
occur the mycobacterial and mammalian membrane
anchors now must interact to enable formation of a single
catalytic site from individually inactive catalytic halves,
while an intermolecular interaction between two mycobac-
terial or two mammalian membrane domains would result
in the assembly of an unproductive dimer. Rv1625c-
D300A-(MI)-Rv1625c-R376A was expressed and purified
(Fig. 5). The specific activity of 300 nmol cAMP mg-1
min-1 corresponded to 30% of the respective wild type
which, however, forms two catalytic sites (Fig. 5). In effect
then, 60% of recoverable AC activity was regained. Fur-
ther, attempts to cross-link the recombinant protein with
14 mM glutaraldehyde did not yield dimers or oligomers
(Fig. 5). In summary, we conclude that the mycobacterial
and the MI domain of rabbit ACV were functionally com-
patible with each other.
Similarly, we generated chimeras using MII from type V
AC as a second transmembrane anchor, i.e. Rv1625c-
(MII)-Rv1625c and the mutant protein Rv1625c-D300A-
(MII)-Rv1625c-R376A (see Fig. 1F for scheme of domain
composition). The domain boundaries around MII were
those described above for (MII)-Rv1625c. Both proteins
were expressed in E. coli, purified by Ni-NTA chromatog-
raphy and a Western blot showed the undegraded
106 kDa protein (Fig. 5). The specific activity of Rv1625c-
(MII)-Rv1625c was 1.6 mmol cAMP mg-1 min-1 and that
of Rv1625c-D300A-(MII)-Rv1625c-R376A was 0.5 mmol
cAMP mg-1 min-1. Considering that the mutant protein
can only form a single catalytic site, recovery of activity
was 64%, i.e. as observed for Rv1625c-D300A-(MI)-
Rv1625c-R376A. Protein dependency of activity of
Rv1625c-(MII)-Rv1625c was linear and dimerization or
oligomerization was excluded as probed by a Western
blot after incubation with 14 mM glutaraldehyde for
10 min as a cross-linking reagent (Fig. 5). The kinetic
characteristics of Rv1625c-(MI)-Rv1625c and Rv1625c-
(MII)-Rv1625c were comparable to those of (Rv1625c)2
(Table 1). Thus, the mycobacterial and mammalian type V
AC membrane domains are compatible with each other
and position the catalytic halves correctly for formation of
the catalytic fold.
Earlier reports showed possible monomer/dimer transi-
tions of mammalian pseudoheterodimers and immunopre-
cipitation of functional oligomers of recombinant type I AC
(Haga et al., 1977; Yeager et al., 1985; Tang et al., 1995).
Is it possible that such oligomeric complexes could also
be formed in M. tuberculosis-infected cells between
Rv1625c and an AC pseudoheterodimer of the host? Of
course this would require direct membrane interactions
between host and pathogen beyond those during phago-
cytosis. It has been demonstrated that living mycobacteria
affect the protein composition of phagosomal membranes
(Ferrari et al., 1999) and that mycobacterial lipids and
proteins are released from the phagosome (Beatty and
Russell, 2000; Beatty et al., 2000).
Is cAMP involved in pathogenesis?
The genomic sequence of Mycobacterium bovis, the pro-
genitor strain of the BCG strain, is almost identical
(> 99.95%) to that of M. tuberculosis H37Rv and gene
Mb1651c codes for a 418-amino-acid protein identical to
AC Rv1625c from M. tuberculosis but for an N-terminal
deletion of 25 aa (Garnier et al., 2003). Therefore, we
determined AC activity and cAMP levels in the culture
medium of M. bovis BCG. Using an affinity-purified anti-
body against the catalytic domain of AC Rv1625c we
identified a distinct 45 kDa band in the membrane fraction
which was absent in the cytosol (data not shown), i.e. the
Rv1625c congener was expressed in M. bovis BCG cul-
ture. While AC activity was not detectable in the culture
medium, it contained 38 pmol ml-1 cAMP during logarith-
mic growth and 96 pmol ml-1 in stationary phase. Provided
such a cAMP secretion occurs after phagocytosis of
mycobacteria by macrophages this may contribute to the
arrest of phagosome maturation as suggested recently as
a virulence mechanism of M. tuberculosis (Russell, 2003).
The data are also consistent with a report that macro-
phages infected with living mycobacteria have elevated
levels of cAMP (Lowrie et al., 1975). We are aware, that
Fig. 5. Western blot analysis of Rv1625c chimeras. (1) 16 ng 
Rv1625c-(MI)-Rv1625c; (2) 9 ng Rv1625c-D300A-(MI)-Rv1625c-
R376A; (3) 10 ng Rv1625c-(MII)-Rv1625c; (4) 10 ng Rv1625c-
D300A-(MII)-Rv1625c-R376A. The specific activities determined at 
850 mM Mn2+-ATP and 10 nM proteins are indicated below. (5) and 
(6) Rv1625c-(MI)-Rv1625c and Rv1625c-(MII)-Rv1625c after cross-
linking with 14 mM glutaraldehyde for 10 min. Note that cross-linking 
did not occur.
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in view of 15 AC genes in the pathogen it is currently
impossible to pinpoint the intracellular generator of the
secreted cAMP.
In M. tuberculosis 15 genes code for ACs of different
domain composition and 10 expressed proteins have
been shown to possess cyclase activity (Cole et al., 1998;
McCue et al., 2000; Guo et al., 2001; Linder et al., 2002;
2004b; Linder and Schultz, 2003; Shenoy et al., 2004;
Castro et al., 2005; Sinha et al., 2005; A. Motaal unpub-
lished data). While none of them can be excluded as a
potential virulence factor, it is self-evident that this has to
be evaluated step by step. Here we examined AC
Rv1625c. We generated a DRv1625c mutant of the viru-
lent M. tuberculosis H37Rv strain by allelic replacement,
termed M. tuberculosis DRv1625c, by transformation with
the suicide plasmid pDRv1625c::aph-rpsL using the rpsL
counterselection strategy (Sander et al., 2001). Deletion
of Rv1625c was verified by Southern blot analysis. A
2.1 kb NcoI fragment from the parental DNA hybridized to
a corresponding probe whereas in the mutant strain the
NcoI fragment was 2.7 kb due to substitution of a 622 bp
fragment of the Rv1625c gene by a 1.2 kb kanamycin
resistance cassette (Fig. 6A).
The in vitro growth of M. tuberculosis DRv1625c in
Middlebrook 7H9-OADC-Tween broth or on Middlebrook
7H10 agar plates was indistinguishable from the parental
strain. Next, an established aerosol infection model of the
mouse which is regarded to closely mimic the mode of
infection in humans, i.e. inhalation of droplet nuclei (North,
1995), was used to examine the virulence of M. tubercu-
losis DRv1625c. In this model, the bacteria are seeded
into the lung and multiply extensively during an initial
acute phase of infection. Subsequently, bacteria spread
from the primary site of infection to other organs. The
onset of a cellular immune response after 3–4 weeks
results in partial control of mycobacterial multiplication
and a chronic and largely constant bacterial load.
Two groups of C57BL/6 mice (20 animals per group)
were infected via the aerosol route with 100–1000 colony-
forming units (cfu) of M. tuberculosis H37Rv and the
DRv1625c mutant. The murine organs exhibited the char-
acteristic course of mycobacterial growth and after
4 weeks a constant bacterial load was reached (Fig. 6B).
Both mycobacterial strains, wild-type and DRv1625c
mutant, spread to other organs such as spleen and liver
identically (Fig. 6B). Mice succumbed to infection about
250 days after infection irrespective of the Rv1625c gen-
otype. Similarly, granuloma formation in the lungs was
indistinguishable in response to M. tuberculosis
DRv1625c and the wild-type strain (data not shown). In
summary, the M. tuberculosis DRv1625c mutant did not
exhibit signs of attenuation, neither with respect to number
of colony-forming units in different organs, dissemination,
lung pathology nor time to death.
Fig. 6. Genotypic and phenotypic characterization of M. tuberculosis 
Rv1625c mutant.
A. Genomic DNA of M. tuberculosis wild-type (wt), a single cross-over 
intermediate strain (sco) and a DRv1625c knockout mutant (ko) was 
digested with NcoI and probed with a 2.1 kb NcoI probe. The 2.1 kb 
probe hybridizes to a single corresponding fragment in the wild-type 
strain and to a single 2.7 kb fragment in the DRv1625c strain. The 
sco intermediate strain is characterized by the presence of both a 
functional Rv1625c gene (2.1 kb) and an inactivated copy (2.7 kb). 
Inactivation of Rv1625c in strain DRv1625c is indicated by the 
increased size of the hybridizing fragment due to substitution of an 
Rv1625c fragment (622 bp) by a 1.2 kb kanamycin resistance 
cassette.
B. Bacterial growth in lung (wild type: ; DRv1625c: ), liver (wild 
type: ; DRv1625c: ) and spleen (wild type:  DRv1625c: ) of 
C57BL/6 mice following M. tuberculosis wild type and DRv1625c 
mutant strain aerosol infection. Colony-forming unit counts of M. 
tuberculosis were determined at the indicated time points. Data rep-
resent means ± SD of five mice per group. Another independent 
experiment was carried out with identical results.
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Discussion
Although the sequence of a mammalian AC was reported
15 years ago (Krupinski et al., 1989), we know little about
the function of the two large membrane domains. Using
the homodimeric mycobacterial AC Rv1625c as a model
for pseudoheterodimeric mammalian ACs we demon-
strate that one essential role of the membrane domains
is dimerization. Its efficiency is such that Rv1625c mono-
mers are virtually non-existent. Accordingly, in gel-filtra-
tion experiments monomers of Rv1625c were absent
(data not shown). The strong propensity of AC Rv1625c
monomers to dimerize is functionally almost tantamount
to the covalent linkage in mammalian pseudohet-
erodimers. This explains why an exchange of monomers
between disparate dimers was very slow, e.g. between
Rv1625c-R376A and Rv1625c-D300A dimers.
The evolution of two linked monomers with subsequent
development of peculiar regulatory properties in mamma-
lian ACs provokes the question: how the AC Rv1625c is
regulated in M. tuberculosis? Although the catalytic fold
of AC Rv1625c appears similar to that of mammalian ACs,
the mammalian activators forskolin, Gsa or calmodulin
have little effect (Reddy et al., 2001). Possibly AC
Rv1625c is subject to bacterial regulatory factors which
may mechanistically act similar to those in mammals or
the activity of AC Rv1625c is regulated via its membrane
domain in a receptor–effector type setting. For example,
the membrane lipids or lipids of the complex mycobacte-
rial cell envelope may affect or even guide dimerization
and thus formation of the active centre.
The evolutionary relatedness of the monomeric AC
Rv1625c to its pseudoheterodimeric mammalian conge-
ners was most evident by the successful generation of a
mammalian-type AC analogue by simply linking two
monomers in a head-to-tail fashion. In this construct the
equivalent of a mammalian C1b region of 67 aa was
generated from the C-terminal of monomer 1 and the N-
terminal of monomer 2. This C1b equivalent had no
resemblance to a C1b region of 96–140 amino acids
present in the nine mammalian ACs. In mammalian ACs,
the MI and MII domains are used in a pair-like, isoform
delimited manner, and their sequential order must be
maintained to enable formation of the active cleft (See-
bacher et al., 2001; Gu et al., 2002). Therefore, it was
unexpected that we could replace the second mycobac-
terial membrane domain in (Rv1625c)2 with either MI or
MII from ACV as in Rv1625c-(MI)-Rv1625c and Rv1625c-
(MII)-Rv1625c. Obviously, the mycobacterial membrane
anchor is promiscuous when it comes to compatibility with
other AC membrane domains and a considerable flexibility
seems to prevail for the co-ordinate formation of the cat-
alytic fold. In this context it is noteworthy that Rv1625c is
expressed as an active AC in mammalian HEK293 cells
(Guo et al., 2001), i.e. the mycobacterial membrane
anchor is not only functionally compatible with those from
mammalian ACs but also operates equally well in mam-
malian as well as in bacterial cell membranes irrespective
of different lipid compositions. The structural similarities
between the mycobacterial AC Rv1625c and mammalian
ACs raised the question whether AC Rv1625c may be
involved in pathogenesis.
In both, eukaryotes and prokaryotes cAMP levels usu-
ally are tightly controlled. In eukaryotic cells, cAMP forma-
tion is regulated by hormonal networks operating from the
outside and intracellular cAMP affects processes ranging
from responsiveness and sensitivity to extracellular
hormones, energy metabolism, secretion, ion and water
fluxes, and proliferation to control of inflammatory
responses (Torgersen et al., 2002). In contrast, in prokary-
otic cells cAMP formation appears to be controlled by
environmental cues and it exerts biological activity mainly
at the level of bacterial transcription. This way, cAMP
levels affect processes such as carbon utilization, osmo-
regulation, chemotaxis, phototaxis, pH-regulation, sporu-
lation and virulence (Linder and Schultz, 2003; Baker and
Kelly, 2004). M. tuberculosis belongs to the order Actino-
mycetales. In bacteria of this order cAMP has been shown
to be involved in sporulation, response to pH and carbon
utilization as in Streptomyces (Susstrunk et al., 1998) or
regulation of the glyoxylate bypass as in Corynebacterium
(Kim et al., 2004). The latter pathway appears to be of
considerable importance for the persistence of an M.
tuberculosis infection (McKinney et al., 2000).
When it comes to invasion of a host cell instances are
known in which bacteria use the cAMP signalling system
for survival and to evade the defences of the host. Most
prominent examples are the exotoxins from Bordetella
pertussis (CyaA) and Bacillus anthracis (edema factor)
which as class II ACs are major virulence factors. Bacte-
rial class III ACs are discussed as a conserved mecha-
nism for bacterial sensing of nutrients or the presence of
host tissues. Increased cAMP levels have been found in
eukaryotic cells upon infection with a variety of intracellu-
lar pathogens (for review, see Gross et al., 2003; Smith
et al., 2004). M. tuberculosis persists intracellularly for
extended periods of time and multiplies in phagosomes
by inhibiting maturation into phagolysosomes (Russell,
2003). Several lines of evidence suggest that cAMP may
play an important role in pathophysiology. (i) Compared
with other pathogens, M. tuberculosis contains the
remarkable number of 15 annotated ACs, many of which
are highly active (McCue et al., 2000; Guo et al., 2001;
Linder et al., 2002; 2004b; Shenoy et al., 2004; Castro
et al., 2005; Sinha et al., 2005; A. Motaal unpublished
data). (ii) The modular composition of the mycobacterial
ACs indicates that they are regulated by different external
conditions (Linder and Schultz, 2003). (iii) Bacterial poly-
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morphisms in AC genes are associated with different abil-
ities to induce immunoreactivity (Fleischmann et al.,
2002). (iv) Differences at the transcriptional level of indi-
vidual AC genes have been demonstrated between M.
tuberculosis H37Rv and its attenuated derivative M. tuber-
culosis H37Ra (Rindi et al., 2001). (v) An increase of
intracellular cAMP levels upon infection of macrophages
with live but not with killed mycobacteria was demon-
strated generating the hypothesis that cAMP inhibits pha-
gosome maturation (Lowrie et al., 1975; 1979). In fact,
transcriptome and proteome analysis of M. tuberculosis
grown under a variety of in vitro conditions (nutrient-star-
vation, hypoxia, acidic stress and antibiotic treatment) did
not reveal transcriptional alteration of Rv1625c (Betts
et al., 2002; Fisher et al., 2002; Boshoff et al., 2004; Mut-
tucumura et al., 2004; Beste et al., 2005) suggesting that
Rv1625c is constitutively expressed. However, minor
alterations in the stability and activity of the enzyme may
have profound consequences for the cAMP level.
To investigate the potential role of ACs in M. tuberculosis
pathogenesis we started to engineer M. tuberculosis
knockout mutants deficient in individual AC genes. The
DRv1625c mutant showed wild-type growth characteristics
in vitro. As virulence associated parameters in a mouse
infection model we investigated the number of colony form-
ing units in lung, liver and spleen, organ pathology and
time to death. None of these investigations revealed a
virulence attenuation of this mutant. This indicated that AC
Rv1625c alone is not a virulence factor. However, this may
not exclude a role of AC Rv1625c during a given stage of
infection, such as latency, or infection of a particular organ
or tissue. One possibility is that one or several of the other
14 mycobacterial ACs may compensate for the loss of AC
Rv1625c. Another point of view is that AC Rv1625c is not
essential individually but is cardinal in conjunction with
another gene product. Work in progress addresses the AC
redundancy in M. tuberculosis by generating further single
and multiple knockout mutants.
Experimental procedures
Recombinant cDNAs
Gene Rv1625c was amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using specific primers and genomic DNA as a tem-
plate. The DNA fragment was inserted either into pQE30
(Qiagen) by 5¢ BamHI and 3¢ ScaI sites with the N-terminal
addition of a MRGSH6GS peptide or into pQE60 by 5¢ NcoI
and 3¢ BglII sites as described (Guo et al., 2001). The pQE60
has a C-terminal His6-tag. Mutations were introduced by site-
directed mutagenesis using respective PCR primers and the
DNA coding for the holoenzyme Rv1625c as a template. Two
Rv1625c were linked (C- to N-terminus) by conventional
molecular biology techniques, generating Rv1625c1-443
Rv1625c1-443-RSH6 in pQE60, abbreviated as (Rv1625c)2.
The membrane domain in Rv1625c (residues 47–203) was
replaced by MI (residues 245–398) or MII (residues 768–
1008) of rabbit type V AC using a 5¢ BstAPI or an introduced
MluI site and a 3¢ XhoI restriction site in Rv1625c and corre-
spondingly designed PCR products for MI (with 5¢ BstAPI and
3¢ XhoI) and MII (with 5¢ MluI and 3¢ XhoI) thus generating
(MI)-Rv1625c and (MII)-Rv1625c.
Rv1625c and (MI)-Rv1625c [or (MII)-Rv1625c] were
joined together (C- to N-terminus) using a BglII site at the
C-terminal of Rv1625c and a BamHI site at the N-terminus
of (MI)-Rv1625c [or (MII)-Rv1625c] yielding Rv1625c-(MI)-
Rv1625c and Rv1625c-(MII)-Rv1625c respectively. Similarly,
Rv1625c-D300A-(MI)-Rv1625c-R376A and Rv1625c-
D300A-(MII)-Rv1625c-R376A were obtained from respective
building blocks. All constructs with an Rv1625c topology were
in pQE30 with N-terminal His6-tag, and constructs with a
mammalian AC topology were processed in pQE60 with a C-
terminal his-tag. The fidelity of all constructs was verified by
sequencing. The sequences of all primers are available on
request.
Expression and purification of proteins
Proteins were expressed in either E. coli BL21(DE3) [pRep4]
or the E. coli cya– strain DHP1[pRep4] at 22∞C for 3 h in the
presence of 100 mg l-1 ampicillin and 25 mg l-1 kanamycin
using 30 mM isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside as an
inductor added at an A600 of 0.4. Harvested cells were
washed with 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8 and stored
at -80∞C. After suspension in 50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl,
10 mM b-mercaptoethanol, pH 8 containing the complete
protease inhibitor cocktail (Roche Molecular) bacteria were
passed through a French press at 18 000 psi. Cell debris was
removed (3000 g, 30 min) and membranes were collected by
centrifugation at 100 000 g for 1 h. Cell membranes were
suspended in 50 mM Tris-HCl, 15 mM b-mercaptoethanol,
250 mM NaCl and 20% glycerol (pH 8) and treated with 1%
polydocanol or 0.6% n-dodecyl-b-D-maltoside for 1 h at 0∞C.
After centrifugation (100 000 g, 1 h) proteins were purified by
Ni-NTA affinity chromatography (Qiagen). Samples were
allowed to bind overnight at 0∞C. The resin was poured into
a column, washed with 1.5 ml of wash buffer A (50 mM
Hepes, 10 mM b-mercaptoethanol, 400 mM NaCl, 5 mM imi-
dazole and 20% glycerol, pH 7.5), 1.5 ml of wash buffer B
(buffer A +15 mM imidazole) and 1.5 ml of wash buffer C
(buffer A +10 mM NaCl and 15 mM imidazole). Proteins were
eluted with 0.3 ml of buffer C containing 300 mM imidazole.
The eluate was dialysed for 3 h against 50 mM Hepes,
10 mM b-mercaptoethanol, 10 mM NaCl and 20% glycerol,
pH 7.5. After flash-freezing at -196∞C proteins were stored
at -80∞C.
Adenylyl cyclase assay
Cyclase activity was measured for 10 min in a volume of
100 ml (Salomon et al., 1974). The reactions contained 22%
glycerol, 50 mM Tris-HCl, 2 mM MnCl2, pH 7.5, 75 or 850 mM
ATP (25 kBq [a-32P]-ATP) and 2 mM cAMP (150 Bq [2, 8-3H]-
cAMP). For determination of kinetic constants, ATP was var-
ied from 3 mM to 100 mM with 2 mM Mn2+ and from 0.1 to
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1 mM with 20 mM Mg2+. Substrate conversion was kept below
10% throughout.
Western blot analysis
After separation by SDS-PAGE (12.5 or 15%) proteins were
blotted onto PVDF membrane, probed with an affinity-purified
antibody specific for AC Rv1625c204-443. After incubation with
a 1:5000 dilution of a peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
IgG as a secondary antibody (Dianova) detection was carried
out with the ECL Plus kit (Amersham-Pharmacia).
Mycobacterium bovis BCG cultures (50 ml) were harvested
by centrifugation, flash frozen in liquid nitrogen, suspended
in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5, and broken by passing
through a French press. After centrifugation (40 000 g,
30 min) the pellet was used to examine AC activity and the
presence of Mb1651c AC by Western blotting using the anti-
body against AC Rv1625c204-443.
Cross-linking with glutaraldehyde
Cross-linking was carried out in 15 ml of 50 mM phosphate
buffer containing 10 mM NaCl, 14 mM glutaraldehyde and
20% glycerol, pH 7.5, at 22∞C. Reactions were quenched
with 4 ml of sample buffer; proteins were resolved by 12.5%
SDS-PAGE and detected by Western blotting using the anti-
body described above.
Mycobacterial strains and growth
Mycobacterium tuberculosis was grown on Middlebrook
7H10 agar supplemented with 10% oleic acid, albumin, dex-
trose and catalase (OADC, Difco). Tween 80 was added to
liquid broth 7H9-OADC to avoid clumping; when appropriate,
antibiotics were added at the following concentrations: kan-
amycin 50 mg ml-1; streptomycin 100 mg ml-1. Strain designa-
tions were M. tuberculosis H37Rv #1424, a derivative of M.
tuberculosis H37Rv (ATCC) (Sander et al., 2004); M. tuber-
culosis DRv1625c, an Rv1625c deletion mutant.
For mouse infections, mycobacteria were grown in
Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit, MI) supplemented with
Middlebrook oleic acid, albumin dextrose and catalase
enrichment medium (Life Technologies, Gaithersburg, MD),
0.002% glycerol and 0.05% Tween 80. Midlog cultures were
harvested and frozen at -80∞C. After thawing, viable cell
counts were determined by plating serial dilutions of the
cultures on Middlebrook 7H10 agar plates followed by incu-
bation at 37∞C.
Deletion of Rv1625c in M. tuberculosis H37Rv
Mycobacterium tuberculosis Rv1625c (open reading frame:
1826614[stop]-1827945[start], http://genolist.pasteur.fr/
Tuberculist/) and its flanking region were isolated from an M.
tuberculosis BAC clone library (Brosch et al., 1998). Briefly,
BAC clone 417 was digested with ScaI and HindIII and
the resulting 4724 bp fragment comprising Rv1625c was
inserted into pBluescript-rpsL (Sander et al., 2001)
previously digested with EcoRV and HindIII, generating
pRv1625c-rpsL. A 622 bp Esp3I fragment of Rv1625c was
replaced by the 1.2 kb kanamycin resistance cassette from
pUC4K (Pharmacia). The resulting suicide plasmid
pDRv1625c::aph-rpsL was transformed by electroporation
into streptomycin-resistant strain 1424 of M. tuberculosis
H37Rv. Primary selection was performed in the presence of
50 mg ml-1 kanamycin. Single cross-over transformants were
identified by Southern blot analysis. These intermediate
strains were subjected to counterselection in the presence
of 50 mg  of kanamycin and 100 mg  of streptomycin ml-1. M.
tuberculosis DRv1625c mutants were identified by Southern
blot analysis using chromosomal DNA isolated from
transformants, digested with NcoI and transferred to a
Nylon + membrane by vacuum blotting. Hybridization was
with a 2.1 kb NcoI probe containing Rv1625c and its flanking
region (H37Rv co-ordinates 1826565–1828722; Fig. 6A).
Additionally, the membrane was stripped and probed with the
622 bp Esp3I deletion fragment and the kanamycin resis-
tance cassette (see Supplementary material).
Animal infection
Female, 6- to 8-week-old SPF C57BL/6 mice were
maintained under biosafety level III conditions in ‘individually
ventilated cages’ (IVC, Ebeco, Castrop-Rauxel, Germany).
Mycobacterial aliquots were diluted to achieve the deposi-
tion of approximately 100–1000 cfu in the lungs. Mice were
aerogenically infected with each of the M. tuberculosis strains
for 40 min in the exposure chamber of an aerosol infection
device (Glas-Col, Terre-Haute, IN). The inoculum was con-
firmed by determination of M. tuberculosis cfu counts in the
lungs of three mice per strain 1 day after infection. Mice were
sacrificed according to ethical guidelines at each point in time
(four to five mice per point), organs were removed, weighed
and homogenized. Tenfold serial dilutions were plated on
7H10 agar and results are expressed as means cfu ± SD.
Five mice per strain were monitored for survival. Animal
experiments were approved by the respective authority.
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Abstract
Mycobacterium tuberculosis open reading frame Rv1264 encodes an adenylate cyclase that exhibits its highest
enzymatic activity at an acidic pH of 6.0. This is the pH M. tuberculosis encounters in the phagosome. Consequently
Rv1264 has been suggested to sense the phagosomal milieu resulting in adaption of M. tuberculosis to its intracellular
niche. A targeted knock-out mutant deﬁcient in Rv1264, however, exhibits wild-type virulence.
r 2006 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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Introduction
Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of
tuberculosis, is a major threat to public health (Dye et
al., 1999). Sequence determination of theM. tuberculosis
genome provided a genetic blueprint of this devastating
bacterial pathogen but also revealed the absence of
classical virulence factors (Cole et al., 1998).
M. tuberculosis is an intracellular pathogen that
resides in the phagosome of macrophages and prevents
its normal maturation (Armstrong and Hart, 1971;
Russell, 2001). Phagosomes containing viable mycobac-
teria are characterized by the absence of mature
lysosomal hydrolases and by incomplete luminal acid-
iﬁcation due to the absence of the vATPase proton
pump (Vergne et al., 2004). Adenylate cyclases (ACs) –
enzymes synthesising cAMP from ATP – have been
identiﬁed as virulence factors in a variety of bacterial
pathogens, e.g. Bacillus anthracis, Bordetella pertussis,
Vibrio vulnificus and Yersinia enterocolitica. In B.
anthracis and B. pertussis ACs function as exotoxins
(Linder and Schultz, 2003). In V. vulnificus cAMP plays
an essential role in global regulation (Kim et al., 2005)
and in Y. enterocolitica an adenylate cyclase is required
for coordinated expression of virulence genes (Petersen
and Young, 2002). The M. tuberculosis genome contains
an impressive number of 15 putative class III adenylate
cyclase genes (McCue et al., 2000). This large panel of
ACs suggests that cAMP formation may contribute to
the virulence of pathogenic mycobacteria either by
interfering with the host signalling system or by
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modulating bacterial gene expression. The hypothesis
that cAMP affects the host signalling system is
supported by the observation that cAMP levels are
elevated in cultured macrophages which have ingested
viable mycobacteria but not in those which have
ingested dead bacteria (Lowrie et al., 1975). Recently,
it was demonstrated that cAMP regulates gene expres-
sion in mycobacteria under low-oxygen conditions
(Gazdik and McDonough, 2005) and a protein encoded
by Rv3676 was identiﬁed as a cAMP receptor protein,
which binds to speciﬁc DNA sequences in a cAMP-
dependent manner (Bai et al., 2005).
The structure of the M. tuberculosis adenylate cyclase
Rv1264 has been resolved recently. Rv1264 is a unique
AC that exhibits its highest activity at a mildly acidic pH
and thus qualiﬁes as a candidate for sensing the acidity
within a phagosome (Tews et al., 2005). Investigations in
another genus of the order Actinomycetales, i.e.
Streptomyces, corroborate a physiological role for a
Rv1264 homologue (cya) in acidic stress response. When
S. coelicolor is grown on glucose-containing medium,
the medium becomes acidiﬁed. A cya mutant of S.
coelicolor is unable to neutralize an acidic environment
and stops growth as well as sporulation under these
conditions (Susstrunk et al., 1998).
In order to test the hypothesis that Rv1264 senses the
pH within the phagosome – a ﬁrst step allowing M.
tuberculosis to adapt to its intracellular niche – we
constructed an M. tuberculosis mutant deﬁcient in
Rv1264. This mutant was characterized using virulence
models of tuberculosis infection.
Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions
M. tuberculosis was grown on Middlebrook 7H10
agar supplemented with 10% oleic acid, albumin,
dextrose and catalase (OADC, Difco). Tween 80
(0.05%) was added to liquid broth 7H9-OADC to
avoid clumping. For in vitro growth determination,
bacteria were grown in 490-cm2 polysterene roller
bottles (Corning) at 37 1C and 2 rpm. Optical density
readings were taken at 600 nm. When antibiotics were
required they were added at the following concentration:
kanamycin 50 mg/ml, streptomycin 100 mg/ml and hygro-
mycin 50 mg/ml.
Construction of mutant Rv1264
M. tuberculosis Rv1264 and its ﬂanking regions
[1409421–1416128 bp; http://genolist.pasteur.fr/Tuber-
cuList] were isolated from anM. tuberculosis BAC clone
library (Brosch et al., 1998) and cloned into the HindIII
site of the pBluescript II SK vector, resulting in pBS-
Rv1264. For functional inactivation an 887-bp SnaBI/
Bsu36I [1412092–1412979 bp] fragment of Rv1264 was
deleted and a hygromycin resistance cassette was
inserted into the PmlI [1411906 bp] site. The
Rv1264D::hyg allele was substituted for Rv1264 in M.
tuberculosis H37Rv #1424 as described previously
(Sander et al., 2001).
Animal infection
Female, 6- to 8-week-old SPF C57BL/6 mice, main-
tained in ‘‘individually ventilated cages’’ (IVC, Ebeco,
Castrop-Rauxel, Germany) under biosafety level III
conditions, were aerogenically infected with 100CFU of
the M. tuberculosis strains. The inocula were conﬁrmed
by determination of CFU counts in the lungs 24 h after
inoculation. At each time point chosen, i.e. 1, 30, 60 and
90 days following infection, serial dilutions of lung,
spleen and liver homogenates (4–5 mice/timepoint) were
plated on 7H10 agar containing 10% OADC and results
were expressed as means CFU/organ7SD.
Results and discussion
An M. tuberculosis Rv1264 mutant was generated by
allelic replacement using the rpsL counterselelction
strategy (Sander et al., 2001) (Fig. 1).
To study in vitro growth, the M. tuberculosis parental
strain and Rv1264D::hyg mutant strain were cultured in
Middlebrook 7H9-OADC-Tween broth in roller bottles.
The strains grew at similar rates, indicating that Rv1264
is not required for in vitro growth under these
ARTICLE IN PRESS
Fig. 1. Southern blot analyses of genomic M. tuberculosis
DNA (A, B). Southern blot analyses of chromosomal DNA
from M. tuberculosis parental strain # 1424 (1), Rv1264 single
cross over (2), Rv1264D::hyg (3) digested with Eco47III;
hybridized with a Rv1264 50 probe (A) and a probe spanning
the deletion region of Rv1264 (B). The shift of the 4.1-kb wild-
type band to 5.0 kb and the presence of an additional 8.9-kb
band indicate 30 homologous recombination of the targeting
vector into the Rv1264 locus of the single cross-over mutant
and subsequent intramolecular recombination resulting in
deletion of Rv1264 in the Rv1264D::hyg knock-out mutant.
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conditions. Also on Middlebrook 7H10 agar plates,
both growth and morphology of the Rv1264D::hyg
knock-out mutant were indistinguishable from the
parental strain.
To determine whether Rv1264 functions as a viru-
lence factor in mycobacteria, an in vivo infection
experiment was carried out. In all mouse organs wild-
type and mutant strain exhibited the characteristic
course of mycobacterial growth. After an exponential
phase of growth in the lung, a plateau of bacterial
replication was reached at 4 weeks postinfection which
persisted at the same level until day 90. Both, the wild-
type and Rv1264D::hyg mutant spread to other organs
(spleen, liver) with identical kinetics and magnitude
(Fig. 2) and showed typical granulomatous inﬁltrations
(data not shown). Identical results were obtained when
using higher doses of M. tuberculosis wild-type strain
and mutant strain for infection (data not shown). Based
on these results, we concluded that deletion of Rv1264
does not affect the course of infection, neither with
respect to bacterial growth in different organs, dissemi-
nation, nor histopathology.
cAMP affects many important processes in bacteria
such as osmoregulation, chemotaxis, phototaxis, pH-
regulation, sporulation and virulence (Baker and Kelly,
2004; Kim et al., 2005; Kimura et al., 2005; Linder and
Schultz, 2003). Several lines of evidence suggest that
cAMP formation may play an important role in
mycobacterial pathogenesis: (i) with 15 putative class
III AC genes the genome of M. tuberculosis H37Rv
contains a large number of cyclases (McCue et al., 2000)
and the modular composition of the mycobacterial ACs
suggests that they are regulated by different external
stimuli (Linder and Schultz, 2003); (ii) elevated cAMP
levels cause increased expression of at least 15 M.
tuberculosis proteins under low-oxygen, CO2-enriched
growth conditions (Gazdik and McDonough, 2005); (iii)
inactivation of a cAMP receptor protein in M.
tuberculosis (CRPMt) results in virulence attenuation in
vivo and reduced multiplication in mouse bone marrow-
derived macrophages (Rickman et al., 2005); (iv) CRPMt
interacts with cAMP and speciﬁc DNA-binding sites
and the predicted CRPMt regulon comprises 114 genes
(Bai et al., 2005). Together, these ﬁndings suggest an
important role for cAMP-dependent signal transduction
in global gene regulation in M. tuberculosis. Physiolog-
ical investigations in a Streptomyces cya mutant
(Susstrunk et al., 1998) and biochemical characteristics
of the Rv1264 AC enzyme (Linder et al., 2002) have
suggested that the 15 ACs of M. tuberculosis Rv1264
might be of prime importance for M. tuberculosis
host–pathogen interaction. Our results indicate that
the AC Rv1264 is not a virulence factor per se and/or
that one of the other 14 mycobacterial ACs may be
capable to physiologically substitute the loss of Rv1264
adenylyl cyclase activity. Work is in progress to address
AC redundancy in M. tuberculosis by generating multi-
ple knock-out mutants.
Acknowledgements
We thank Erik C. Boettger for support and helpful
discussion and S.T. Cole for providing the BAC library.
This work was supported by the Swiss National Science
Foundation (3200-068488) to P. Sander and E.C.
Boettger and the Deutsche Forschungsgemeinschaft (to
J.E. Schultz).
References
Armstrong, J.A., Hart, P.D., 1971. Response of cultured
macrophages to Mycobacterium tuberculosis, with observa-
tions on fusion of lysosomes with phagosomes. J. Exp.
Med. 134, 713–740.
Bai, G., McCue, L.A., McDonough, K.A., 2005. Character-
ization of Mycobacterium tuberculosis Rv3676 (CRPMt), a
cyclic AMP receptor protein-like DNA binding protein.
J. Bacteriol. 187, 7795–7804.
Baker, D.A., Kelly, J.M., 2004. Structure, function and
evolution of microbial adenylyl and guanylyl cyclases.
Mol. Microbiol. 52, 1229–1242.
ARTICLE IN PRESS
Fig. 2. Course of infection withM. tuberculosis (ﬁlled) and Rv1264D::hyg (open). Bacterial load in lung (A), spleen (B) and liver (C)
of C57BL/6 mice following aerosol infection with approximately 100CFUM. tuberculosis parental strain # 1424 and Rv1264D::hyg
determined by CFU counts in organ homogenates.
D. Dittrich et al. / International Journal of Medical Microbiology 296 (2006) 563–566 565
Brosch, R., Gordon, S.V., Billault, A., Garnier, T., Eiglmeier,
K., Soravito, C., Barrell, B.G., Cole, S.T., 1998. Use of a
Mycobacterium tuberculosis H37Rv bacterial artiﬁcial
chromosome library for genome mapping, sequencing,
and comparative genomics. Infect. Immun. 66, 2221–2229.
Cole, S.T., Brosch, R., Parkhill, J., Garnier, T., Churcher, C.,
Harris, D., Gordon, S.V., Eiglmeier, K., Gas, S., Barry III,
C.E., Tekaia, F., Badcock, K., Basham, D., Brown, D.,
Chillingworth, T., Connor, R., Davies, R., Devlin, K.,
Feltwell, T., Gentles, S., Hamlin, N., Holroyd, S., Hornsby,
T., Jagels, K., Krogh, A., McLean, J., Moule, S., Murphy,
L., Oliver, K., Osborne, J., Quail, M.A., Rajandream,
M.A., Rogers, J., Rutter, S., Seeger, K., Skelton, J.,
Squares, R., Squares, S., Sulston, J.E., Taylor, K., White-
head, S., Barrell, B.G., 1998. Deciphering the biology of
Mycobacterium tuberculosis from the complete genome
sequence. Nature 393, 537–544.
Dye, C., Scheele, S., Dolin, P., Pathania, V., Raviglione, M.C.,
1999. Consensus statement. Global burden of tuberculosis:
estimated incidence, prevalence, and mortality by country.
WHO Global Surveillance and Monitoring Project. JAMA
282, 677–686.
Gazdik, M.A., McDonough, K.A., 2005. Identiﬁcation of
cyclic AMP-regulated genes in Mycobacterium tuberculosis
complex bacteria under low-oxygen conditions. J. Bacter-
iol. 187, 2681–2692.
Kim, Y.R., Kim, S.Y., Kim, C.M., Lee, S.E., Rhee, J.H., 2005.
Essential role of an adenylate cyclase in regulating Vibrio
vulnificus virulence. FEMS Microbiol. Lett. 243, 497–503.
Kimura, Y., Ohtani, M., Takegawa, K., 2005. An adenylyl
cyclase, CyaB, acts as an osmosensor in Myxococcus
xanthus. J. Bacteriol. 187, 3593–3598.
Linder, J.U., Schultz, J.E., 2003. The class III adenylyl
cyclases: multi-purpose signalling modules. Cell. Signal.
15, 1081–1089.
Linder, J.U., Schultz, A., Schultz, J.E., 2002. Adenylyl cyclase
Rv1264 from Mycobacterium tuberculosis has an autoin-
hibitory N-terminal domain. J. Biol. Chem. 277,
15271–15276.
Lowrie, D.B., Jackett, P.S., Ratcliffe, N.A., 1975.Mycobacterium
microti may protect itself from intracellular destruction by
releasing cyclic AMP into phagosomes. Nature 254, 600–602.
McCue, L.A., McDonough, K.A., Lawrence, C.E., 2000.
Functional classiﬁcation of cNMP-binding proteins and
nucleotide cyclases with implications for novel regulatory
pathways in Mycobacterium tuberculosis. Genome Res. 10,
204–219.
Petersen, S., Young, G.M., 2002. Essential role for cyclic AMP
and its receptor protein in Yersinia enterocolitica virulence.
Infect. Immun. 70, 3665–3672.
Rickman, L., Scott, C., Hunt, D.M., Hutchinson, T.,
Menendez, M.C., Whalan, R., Hinds, J., Colston, M.J.,
Green, J., Buxton, R.S., 2005. A member of the cAMP
receptor protein family of transcription regulators in
Mycobacterium tuberculosis is required for virulence in
mice and controls transcription of the rpfA gene coding for
a resuscitation promoting factor. Mol. Microbiol. 56,
1274–1286.
Russell, D.G., 2001. Mycobacterium tuberculosis: here today,
and here tomorrow. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2, 569–577.
Sander, P., Springer, B., Bo¨ttger, E.C., 2001. Gene replace-
ment in Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium
bovis BCG using rpsL+ as a dominant negative selectable
marker. In: Parish, T., Stoker, N.G. (Eds.), Methods in
Molecular Medicine: Mycobacterium tuberculosis Proto-
cols. Humana Press, Totowa, NJ, pp. 93–104.
Susstrunk, U., Pidoux, J., Taubert, S., Ullmann, A., Thomp-
son, C.J., 1998. Pleiotropic effects of cAMP on germina-
tion, antibiotic biosynthesis and morphological
development in Streptomyces coelicolor. Mol. Microbiol.
30, 33–46.
Tews, I., Findeisen, F., Sinning, I., Schultz, A., Schultz, J.E.,
Linder, J.U., 2005. The structure of a pH-sensing myco-
bacterial adenylyl cyclase holoenzyme. Science 308,
1020–1023.
Vergne, I., Chua, J., Singh, S.B., Deretic, V., 2004. Cell
biology of Mycobacterium tuberculosis phagosome. Annu.
Rev. Cell Dev. Biol. 20, 367–394.
ARTICLE IN PRESS
D. Dittrich et al. / International Journal of Medical Microbiology 296 (2006) 563–566566
